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PRÉAMBULE 
 
Les travaux exposés dans cette thèse sont le reflet d’années d’efforts consacrées à la mise en place de diagnostics 
de qualités des hépatites virales au Laos au sein du Centre d’infectiologie Lao Christophe Mérieux (CILM), 
dont je suis aujourd’hui la directrice scientifique.  
En introduction, nous avons tenu à présenter les caractéristiques socio-économiques du Laos et ses défis 
sanitaires pour atteindre les Millennium Development Goals, qui guident les politiques publiques de pays en 
situation de développement. Nous avons jugé important de souligner ces points tout comme la présentation du 
CILM pour faire comprendre au lecteur le contexte de réalisation de ce travail.  
C’est grâce à une bio-banque riche de plus de 7,000 échantillons biologiques de patients infectés par les virus 
des hépatites virales B et C, que nous avons pu poser la question de recherche clé de cette thèse :  
Comment évoluent les hépatites virales chez les patients reçus depuis une dizaine d’années au CILM ?  
Cette question en a fait émerger une deuxième concernant la qualité du diagnostic dans les centres de soins à 
Vientiane. Ainsi, nous nous sommes intéressés aux kits de diagnostic rapide de l’hépatite B utilisés dans les 
structures de soins de Vientiane, comparés au standard utilisé dans notre laboratoire.  
Ces travaux, qui ont donné lieu à la publication de 2 articles (un troisième article a été soumis), jouent un rôle 
capital pour le pays, car ils donnent des axes d’intervention aux autorités de santé publique laotiennes pour 
combattre ce fléau.  
Nous avons choisi une présentation dichotomique des hépatites virales avec une partie dédiée aux hépatites B 
et une partie dédiée à l’hépatite C en raison de l’émergence d’une troisième question de recherche plus 
fondamentale. Il s’agit du risque de développement du cancer du foie chez les patients infectés, risque différent 
suivant que l’on est porteur d’une hépatite B ou d’une C.   
En effet, les outils diagnostiques pour déterminer la magnitude de ce risque sont peu ou pas accessibles pour les 
patients au Laos. C’est la raison pour laquelle la dernière partie de notre travail a porté sur la recherche de 
marqueurs potentiels de cette transition pathologique par des techniques de métabolomique appliquées aux deux 
types d’infection. La possibilité d’accéder à une bio-banque de milliers de sérums accumulés au fil des ans est 
un des atouts de notre laboratoire pour satisfaire cette démarche scientifique. Nos résultats bien que 
préliminaires différencient bien les deux types d’infection. Ils ouvrent la voie vers de nouveaux horizons 
diagnostiques et seront poursuivis dans le cadre d’un projet Européen Marie Sklodowska-Curie Actions – 
Research and Innovation Staff Exchange. 
 
 
  
 
 
 
INTRODUCTION 
GENERALE DU PAYS 
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1. Le Laos  
1.1) Données socio-économiques  
La République Démocratique Populaire Lao (RDP Lao) (Fig. 1), pays d'une superficie de 236 800 km2, est 
enclavée au milieu de la péninsule indochinoise, entourée par le Vietnam à l'Est, la Chine au Nord, le Myanmar 
et la Thaïlande à l'Ouest et le Cambodge au Sud (1). Une grande partie du pays est montagneuse, principalement 
au Nord et à l’Ouest. Les plaines sont situées le long du fleuve Mékong qui forme la frontière à l’Ouest entre la 
Thaïlande et le Laos. C’est un pays ethniquement diversifié avec 49 ethnies officiellement reconnues et des 
centaines de sous-groupes. Il existe quatre principaux groupes ethnolinguistiques (Lao-Tai, Monkhmer, 
Hmong-Lu Mien et Chinois-Tibétain). Le Lao-Tai est la langue officielle ; cependant, de nombreuses ethnies 
ne le parlent pas. Administrativement, le pays est divisé en 17 provinces, 148 districts et 8507 villages. Selon 
les résultats du dernier recensement en 2015, le nombre d’habitants était de 6,492 millions dont 50,1% 
d’hommes et 49,9% de femmes. 67% de la population vit dans les zones rurales dont 8% sans infrastructure 
routière (2). 
Figure 1 : Carte du Laos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Source : http://www.canalmonde.fr/r-annuaire-tourisme/monde/guides/cartes.php?p=la 
La figure-2 (2) montre que la population est relativement jeune (32% âgée de 0-14 ans). La tranche d’âge de la 
population en activité (15 à 64 ans) représente 64% (4% de la population est âgée de 65 ans ou plus). De 1995 
à 2015, le taux d’alphabétisation est passé de 60% à 84,7%. Le taux de scolarisation, quant à lui, est resté 
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quasiment constant depuis 1995 (25% en 1995, 27% en 2015). La proportion des filles et des garçons âgés de 6 
à 16 ans fréquentant l'école est respectivement de 79 et 81%.  
Figure 2: Évolution des caractéristiques socio-économiques de la population de 1995 à 2015 [extrait de (2)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Selon la classification du « Human Development Index (2017) » de l’UNDP en Asie du Sud-Est, le Laos reste 
encore à l’antépénultième position en ce qui concerne la pauvreté (138/188) avant le Cambodge (143/188) et la 
Birmanie (145/188).  
En 2000, le gouvernement a pris des engagements vis à vis de la communauté internationale, en adoptant les 
objectifs du « Millennium Development Goals (MDGs) » et en les incorporant dans les priorités et les objectifs 
nationaux (3).  
Ces objectifs sont :  
 MDG-1. Réduire l'extrême pauvreté et la faim 
 MDG-2. Assurer l'éducation primaire universelle 
 MDG-3. Promouvoir l'égalité des sexes et l'autonomisation des femmes 
 MDG-4. Réduire la mortalité infantile 
 MDG-5. Améliorer la santé maternelle 
 MDG-6. Lutter contre le VIH / SIDA, le paludisme et d'autres maladies 
 MDG-7. Assurer la durabilité environnementale  
 MDG-8. Développer un partenariat mondial pour le développement  
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Onze ans après cette adoption, en juillet 2011, la Banque Mondiale a reclassé le Laos de la catégorie « low 
income country » à celle de « low-middle income country ». Le RNB par habitant de la RDP lao est de 1,010 
USD (4, 5). Le produit intérieur brut (PIB) du Laos a progressé plus rapidement que celui des pays à faible 
revenu de la même région et de certains de ses voisins. L'économie lao a relativement bien résisté à la crise 
globale financière, en raison de la stimulation de la demande intérieure (Fig. 3) (6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2) L’état sanitaire du Laos  
Le Laos est l'un des pays de l'ASEAN qui a des difficultés à atteindre les objectifs du MDGs relatifs à l’état 
sanitaire (évaluation faite en 2015, Tableau 1) (3). A cela, il y a plusieurs raisons : 
Tout d’abord, la répartition de la population et la géographie du pays rendent l’accès aux soins peu facile. Les 
zones rurales comportent de nombreuses régions montagneuses avec des routes en mauvais état, parfois 
inexistantes. La saison des pluies aggrave cette situation. D’autre part, les nombreuses langues vernaculaires 
rendent difficile la compréhension lors de l’accès aux soins. Enfin, la pauvreté qui touche une grande partie des 
populations rurales et urbaines, crée un obstacle supplémentaire (7).  
 
  
Figure 3: Evolution de PIB par habitant en comparaison avec le Vietnam et le Cambodge [extrait de (6)] 
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Tableau 1 : Evaluation de la réalisation des MDGs liés à la santé de 1999 à 2015  
MDG-1 :  Réduire l'extrême pauvreté et la malnutrition 
 Objectif-1 : la proportion de personnes 
vivant dans la pauvreté 
Les données 
initiales en 1999 
Objectifs fixés pour 
2015 
  Proportion de personnes vivant 
sous le seuil national de pauvreté 
48% 24% 
 Objectif-2 : la proportion de personnes qui 
souffrent de malnutrition   
  Prévalence de sous poids chez les 
enfants < 5 ans  
 Proportion de la population  
ayant une consommation 
d'énergie alimentaire inférieure au 
niveau minimal  
40% 
 
 
31% 
20 % 
 
 
16% 
MDG-4 Réduire la mortalité infantile  
 Objectif-1 : réduire de deux tiers le taux 
de mortalité des moins de cinq ans 
Les données 
initiales en 1999 
Objectifs fixés pour 
2015 
  Taux de mortalité < 5 ans  
 
 
 Taux de mortalité infantile  
 
 
 Proportion des enfants d’un an 
vaccinés contre la rougeole  
170 décès pour    
1 000 naissances 
vivantes 
134 décès pour    
1 000 naissances 
vivantes 
 
62 % (1996) 
55 décès pour  
1 000 naissances 
vivantes 
34 décès pour  
1 000 naissances 
vivantes 
 
90% 
MDG-5 Améliorer la santé maternelle   
 Réduire de trois quarts le taux de 
mortalité maternelle 
Les données 
initiales en 1999 
Objectifs fixés pour 
2015 
  Taux de mortalité maternelle  
 
 
 
 Prévalence d’utilisation de 
moyens contraceptifs  
 
 Proportion de naissances assistées 
par le personnel de santé qualifié 
750 décès pour   
1,000,000 
naissances vivantes 
 
13% 
 
 
14% (1996) 
185 décès pour   
1,000,000 naissances 
vivantes 
 
55% 
 
 
80%  
MDG-6  Lutter contre le VIH / SIDA, le paludisme et d'autres maladies 
 Faire arrêter la progression du VIH et 
commencer à l’inverser  
Les données 
initiales en 1999 
Objectifs fixés pour 
2015 
  Prévalence du VIH chez les 
travailleuses sexuelles âgées de 
15-24 ans  
 Proportion des femmes âgées de 
15-24 ans qui n’ont jamais utilisé 
le préservatif pendant le rapport 
sexuel  
 Proportion des femmes âgées de 
15-24 ans qui connaissent la 
prévention des RTIs/STDs  
0.4% (2001) 
 
 
0.9% (1999) 
 
 
 
 
32.3% (2000) 
<1% 
 
 
20% 
 
 
 
 
70% 
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 Faire arrêter la progression du paludisme, 
la tuberculose (TB) et des autres maladies  
Les données 
initiales en 1999 
Objectifs fixés pour 
2015 
  Taux de morbidité dû au 
paludisme  
 Proportion de la population dans 
les zones à risque du paludisme 
utilise la prévention efficace et la 
mesure de traitement  
44 cas par an pour 
1 000 cas 
 
24% (2000) 
15 cas par an pour 
1 000 cas 
 
100%  
  Taux de prévalence associé avec 
la TB  
 Proportion de cas TB détectés 
sous le DOTS (directly observed 
treatment short course) 
 Proportion de cas TB guéris sous 
le DOTS  
144 pour 100,000 
 
 
24% (1996) 
 
 
72% (1996) 
50 pour 100,000 
 
 
70% 
 
 
85% 
MDG-7 Réduire la proportion de personnes 
n'ayant pas accès à de l'eau potable 
Les données 
initiales en 1999 
Objectifs fixés pour 
2015 
  Proportion de la population avec 
l’accès durable à une source d’eau  
 Proportion de la population 
urbaine avec un accès à une 
hygiène améliorée  
 
28% 
 
 
11% 
 
80% 
 
 
70% 
 
Bien que la mortalité infantile ait baissé depuis 1995, elle reste plus élevée que dans les autres pays d'Asie du 
Sud-Est. Par ailleurs il existe une différence significative dans la mortalité des enfants de moins de cinq ans, en 
fonction des provinces, du niveau de richesse et d'éducation au Laos.  
Chez les hommes, l'espérance de vie à la naissance est passée de 50 ans en 1995 à 62 ans en 2015, tandis que 
chez les femmes, elle est passée de 52 à 65 ans. Avec l’évolution actuelle des taux de mortalité des nourrissons 
et des moins de cinq ans, l'espérance de vie au Laos ne devrait pas atteindre 70 ans avant 2036 (8).  
Les évaluations récentes du Ministère de la santé sur les progrès réalisés pour atteindre les indicateurs des MDGs 
liés à la santé, montrent que les indicateurs des MDG-1 et 5 sont toujours en retard. Cela signifie que des efforts 
supplémentaires seront nécessaires pour atteindre tous les objectifs des MDGs d'ici à 2020 (tableau 2) (7). Les 
objectifs attendus pour le secteur de la santé en 2020 sont les suivants :  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2 : Les objectifs des MDGs à atteindre de 2015 à 2020  
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Les maladies infectieuses comme les infections respiratoires, les infections sexuellement transmissibles et les 
hépatites B/C ne sont pas prises en compte dans les objectifs des MDGs du pays, même si les taux d’incidence 
de ces maladies sont aussi importants.  
Les infections des voies respiratoires sont l'une des raisons les plus fréquentes de la recherche de soins 
médicaux. Pourtant elles sont mal caractérisées avec seulement quelques données disponibles. Le 1e système de 
surveillance d’influenza a été mis en place au Laos en 2007 en incluant 526 patients de tous les âges présentant 
des symptômes grippaux. Les influenzavirus A/B sont les virus les plus communément détectés (9). 
Les infections sexuellement transmissibles (IST) bactériennes constituent un sérieux problème de santé 
publique du fait de leur grande fréquence, de leur transmissibilité, de leurs complications (neurosyphilis…), de 
leurs séquelles (infertilité…) et parce qu’elles sont aussi souvent associées à la transmission du VIH. L’infection 
à Chlamydia est l’IST bactérienne la plus fréquente. Selon une enquête de 2009 sur la prévalence des IST dans 
différents groupes de population, la prévalence de la chlamydia / gonorrhée est de 9% chez les « Men have Sex 
with Men (MSM) » à 22% chez les « Female Sex Workers (FSW) » (10). L'accès aux soins et la disponibilité 
de services d'IST de bonne qualité sont encore relativement limités au Laos, en particulier dans les zones rurales. 
Une étude menée au Laos, montre que les connaissances et les compétences relatives à la prise en charge des 
infections de l'appareil reproducteur (RTIs), y compris les IST, sont insuffisantes (11).  
Les hépatites virales B et C représentent un problème de santé publique majeur du fait de la gravité potentielle 
de ces infections qui peuvent évoluer vers une cirrhose et/ou un carcinome hépatocellulaire, du nombre de 
personnes infectées et du coût engendré par leur prise en charge. Le Laos est un pays de haute endémicité pour 
l'hépatite B avec un taux de porteurs de l'Ag HBs estimé à 8,7% et un taux de séroprévalence des anticorps anti-
VHC à 1,1% chez les donneurs de sang (12). Au Laos, la vaccination contre l’hépatite B est recommandée pour 
les personnes à risque élevé d’exposition et pour l’ensemble des nourrissons, avec un rattrapage chez les enfants 
et les adolescents de 11 à 15 ans révolus.  
2. Le centre d’Infectiologie Lao-Christophe Mérieux (CILM)  
Ce centre, dont j’assure la direction scientifique, est le centre de référence au Laos pour le diagnostic des 
infections à HIV, hépatites virales et tuberculose. Nous présenterons ici quelques points importants pour 
comprendre comment nous avons pu développer notre travail de recherche dans un contexte unique.  
C’est la Fondation Mérieux, sur une idée de Christophe Mérieux en 2005, qui a pris en charge la construction 
du Centre d’Infectiologie Lao-Christophe Mérieux (CILM) à Vientiane pour le Ministère de la Santé de la RDP 
Lao. Il est opérationnel depuis 2009. 
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De par sa fonction et sa localisation géographique, il a été complétement intégré au campus de l’Université des 
Sciences de la Santé, et participe aussi à la formation des étudiants en médecine dans le domaine de la biologie 
médicale.  
Il comprend un laboratoire (BSL-2+, en cours d’une accréditation ISO 15189 : 2012), une bibliothèque, une 
salle de conférence et des espaces de travail pour les étudiants.  
Les axes de travaux prioritaires retenus sont (Fig. 4) le VIH, les hépatites, la tuberculose et le développement 
de la recherche appliquée par le biais des analyses de routine. Ce centre contribue donc à élargir les capacités 
d’analyses médicales du pays en introduisant des nouveaux tests, ce qui réduit l’envoi des examens d’analyses 
à l’étranger, en Thaïlande en particulier.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Diagnostics de routine au CILM depuis 2009 
 
 
  
Crédit photos CILM 
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CHAPITRE-I : 
EPIDEMIOLOGIE DE 
L’HEPATITE B 
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1. Introduction  
 Le virus de l’hépatite B a été découvert en 1965 aux Etats Unis que Blumberg a trouvé un nouvel 
Antigène dans le sérum d’un patient Aborigène d’Australie, lorsqu'un antigène inconnu a été identifié comme 
étant associé à l'hépatite de type B. Plus tard, on l'a appelé antigène de surface de l'hépatite B (HbsAg). Cet 
antigène (antigène australien) a été trouvé chez des patients atteints d'hémophilie, de leucémie et d'hépatite (13). 
Il y a trois modes principaux de transmission de VHB. Dans les zones de forte endémicité, le VHB est transmis 
principalement de la mère infectée aux nouveau-nés de façon périnatale (14). Dans les zones à faible endémie, 
la transmission par voie sexuelle est prédominante. La troisième grande source d'infection est constituée par les 
injections à risque, les transfusions sanguines et la dialyse.  
La probabilité pour qu’une infection par le VHB devienne chronique dépend de l’âge auquel elle est contractée: 
plus de 90% des nouveau-nés infectés à la naissance vont devenir porteurs chroniques du VHB, ainsi que 80 à 
90% des nourrissons contaminés au cours de la première année de vie et 30 à 50% des enfants infectés entre un 
et quatre ans (15).  
À l’âge adulte, l’infection conduit à une hépatite chronique dans moins de 5% des cas (http 
://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-b).  
L’hépatite B constitue un problème majeur de santé publique dans le monde en raison de son extension et parce 
que, aussi bien pour l’infection aiguë que chronique, elle conduit à un risque élevé de cirrhose et de carcinome 
hépatocellulaire (CHC) (Fig. 5). Environ 90 à 95% des carcinomes hépatocellulaires apparaissent à la suite 
d'une infection persistante par le virus de l'hépatite B (VHB) ou par le virus de l'hépatite C (VHC). Le risque de 
développer un CHC est 25 à 35 fois plus élevé chez les patients ayant une infection chronique par le VHB et 
130 fois plus élevé chez les patients ayant une co-infection chronique par le VHB et le VHC (16). Le CHC est 
le type de cancer du foie le plus courant, représentant environ 75 % de tous les cancers du foie. Son pronostic 
vital est très mauvais. Il serait responsable de plus d’un million de morts, ce qui le place au 2ème rang dans les 
responsables de morts par cancers (17). Le risque de développer un CHC pourrait être significativement réduit 
par la prévention des hépatites B et C par le diagnostic et la prise en charge précoce des patients atteints 
d'hépatite chronique.  
Figure 5 : Évolution clinique par l’infection du VHB (Adapté de : EASL Consensus Statement. J. Hepatol. 
2003 ; 39 (S1) :S3-25) 
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2. Au niveau mondial  
L'infection par le virus de l'hépatite B (VHB) est l'infection virale chronique la plus répandue dans le monde, 
particulièrement en Asie et en Afrique (Fig. 6) (18). Environ 30% de la population mondiale présentent des 
évidences sérologiques d’infections récentes ou anciennes par le VHB (19). C’est dans le Pacifique occidental 
et en Afrique que la prévalence de l’hépatite B est la plus forte, avec plus de 6,1% de la population adulte 
infectée (20).  
En Mongolie, la prévalence est encore plus élevée. Une étude épidémiologique dans la population générale en 
2013 a révélé une prévalence de 15 % pour l'hépatite virale B et de 2,6 % pour l’hépatite virale C. L'incidence 
a augmenté en 2003 (21).  
Figure 6 : Endémicité mondiale, prévalence de l'AgHBs estimée et catégorisée en 2005 [extrait de (18)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un vaccin contre le VHB est disponible depuis 1982. Ce vaccin est efficace à 95% dans la prévention de 
l’infection et du développement d’une hépatite chronique et d’un cancer du foie dû à l’hépatite B. Malgré cela, 
les nouvelles données (avril 2017) de l’OMS faisaient état de 325 millions de personnes vivant dans le monde 
avec une infection chronique par le virus de l’hépatite B. Le rapport mondial de l’OMS sur l’hépatite en 2017 
montre que dans leur grande majorité, ces gens n’ont pas accès aux dépistages et aux traitements. Par 
conséquent, des millions de personnes sont confrontées au risque d’évolution lente vers une maladie chronique 
du foie, le cancer et la mort (environ 1,34 million de décès en 2015) (22). C’est un chiffre comparable aux décès 
dus à la tuberculose et au VIH, mais, alors que la mortalité imputable à la tuberculose et au VIH est en baisse, 
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celle due à l’hépatite augmente. L'infection par le VHB se classe parmi les dix premières causes infectieuses de 
décès à l’échelle mondiale.  
En 2016, l'Assemblée mondiale de la Santé a adopté dans la Déclaration mondiale sur la santé, un texte, qui 
vise à éliminer le VHB et le VHC d'ici 2030 (23). Les objectifs sont les suivants :  
 Couverture mondiale de vaccination pour 90% des nourrissons à trois doses d'ici 2020 
 Vaccination de 50 % des nourrissons à la naissance d'ici 2020, et de 90 % d'ici 2030 
 Prévalence chez les enfants de 5 ans de 1% seulement d'ici 2020, et de 0 à 1 % d'ici 2030.  
 Diagnostic pour 90% des personnes infectées par le VHB  
 Accès aux traitements antiviraux pour 80% des personnes infectées.  
Environ 94 millions de personnes (32% de la population infectée) étaient éligibles au traitement en 2016, parmi 
lesquelles seulement 4,8 millions ont reçu un traitement antiviral (Fig. 7) (24).  
90 % des patients infectés par le VHB ne sont toujours pas diagnostiqués et 95 % des patients admissibles au 
traitement ne sont toujours pas traités.  
Figure 7 : Cascade mondiale de soins pour l'infection de VHB, 2016 [extrait de (24)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sur la prévention, selon les données de l’OMS sur la vaccination, une victoire précoce dans la réponse mondiale 
a été obtenue grâce aux grandes campagnes de vaccination contre l'hépatite B. Cependant, la couverture de la 
dose initiale de vaccination à la naissance est toujours faible (25).L’endémicité de l’hépatite B est illustrée par 
la prévalence de l’Ag HBs dans la population générale d’une zone géographique donnée. Elle montre des 
variations considérables dans le monde avec une séroprévalence de l’Ag HBs ≥ 8% dans les zones de forte 
endémie ou dans les pays en voie de développement (Afrique, Chine, Asie du Sud-Est) dans lesquels vivent 
45% des individus infectés par le VHB (19). D’après la Figure 7, la Chine et l’Asie du Sud Est en 2005 étaient 
dans la zone 5 à 7%.  
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Dans les zones d’endémie intermédiaire, la prévalence varie de 2 à 7% (Asie centrale et du Sud-Ouest, Europe 
de l'Est et du Sud, Russie et Amérique centrale et du Sud). 43% des individus infectés par le VHB vivent dans 
ces zones.  
Enfin, 12% des individus infectés par le VHB vivent dans les zones de faible endémie, la prévalence y est < 2% 
(Europe de l'Ouest, Amérique du Nord et Japon). Dans ces régions, la plupart des infections surviennent chez 
les adolescents et les adultes par voie sexuelle ou parentérale (26).  
La mise en œuvre de la vaccination universelle contre le VHB chez les nourrissons a montré une forte 
diminution de la prévalence dans de nombreuses régions du monde. Cependant, la couverture vaccinale est très 
variable d’une région à une autre, ce qui fait que la prévalence globale de l'infection par le VHB présente 
beaucoup de disparités (fig-6). Depuis 1982, dans les pays, où il y a une forte prévalence (8 à 15%), les enfants 
étaient souvent des porteurs chroniques. La vaccination a permis de ramener le taux d’infection chronique à 
moins de 1% parmi les enfants vaccinés (20).  
À la suite de l’instauration de la vaccination universelle des nouveau-nés, certains pays à forte endémie, 
comme la Chine, présentent maintenant une prévalence globale de 7 à 8% seulement et devraient être dans la 
catégorie de prévalence intermédiaire dans un proche avenir.  
3. En Asie du Sud-Est  
L’Asie du Sud-Est a connu une forte réduction de la prévalence de l'AgHBs entre 1990 et 2005, en particulier 
dans les groupes de 0-14 ans qui avaient des niveaux de prévalence de 1,2 à 1,4% en 2005. En revanche, la 
prévalence de l'AgHBs chez les adultes de cette région semble avoir augmenté de 5 % à plus de 6 % chez les 
adultes d'âge intermédiaire en 2005. L'augmentation de la prévalence avec l'âge était très prononcée en 1990 et 
plutôt exceptionnelle par rapport aux autres régions. Egalement il y a eu une réduction de la prévalence de 
l'AgHBs entre 1990 et 2005 dans les pays d'Asie et du Pacifique, y compris le Japon, la République de Corée et 
Singapour. Les groupes d'âge moyens (25-54 ans) étaient les plus touchés, mais dans l'ensemble, l'endémicité 
est restée à un niveau intermédiaire d'environ 4% en 2005. Il est intéressant de noter qu'en 1990, les groupes 
des plus de 75 ans affichaient la plus forte prévalence parmi tous les groupes d'âge (18).  
La Thaïlande a une prévalence intermédiaire élevée de l'hépatite B (5 à 7 %). Environ 8 à 20 % de la population 
sont actuellement porteurs du VHB, dont 70 à 90 % a moins de 40 ans (27, 28).  
Au Cambodge, plusieurs enquêtes ont montré que la prévalence de l'hépatite B variait entre 4,6 et 10,8% (29, 
30). Mais la prévalence diminue chez les enfants de 5 ans. Une enquête a établi que la prévalence était de 3,5% 
(2,4-4,8%) en 2006 et se situait entre 0,33 et 3,45% en 2012 en raison de la campagne de vaccination nationale 
contre l'hépatite B (31, 32).  
Au Vietnam, dans la population générale, la prévalence de l'infection chronique par le VHB se situe entre 8 % 
et 25 % suivant les groupes considérés , et l'infection à VHB entraîne 50 % d'hépatites aiguës (33).  
En Birmanie, en 2015 une enquête à l'échelle nationale auprès de 5 547 personnes âgées de 15 à 80 ans a montré 
que 6% sont infectées par l'hépatite B, 3% par l'hépatite C et 0,04 % par les deux (34).  
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4. Au Laos  
La première étude sur la prévalence de l'hépatite a été menée de 2003 à 2005 sur une population composée de 
13 897 nouveaux donneurs de sang de la capitale de Vientiane et alentours. Les résultats ont révélé que 8,7% 
des participants à l’étude étaient positifs pour l'AgHBs. La prévalence chez les hommes (9,7 %) était plus élevée 
que chez les femmes (6,2 %) et les taux de AgHBs positifs pour les années 2003, 2004, 2005 et 2006 étaient 
respectivement de 8,6 %, 8,7 %, 8,9 % et 9,6%. L'AgHBs était moins fréquent dans les groupes plus âgés, avec 
une prévalence maximale de 11,6 % chez les 20-29 ans. Dans l'ensemble, les hommes (48,7 %) étaient plus 
souvent infectés que les femmes (38,9 %) (35, 36).  
La diversité génétique du VHB permet aujourd'hui de distinguer 10 génotypes (classés de A à J) et environ 38 
sous-génotypes. Les génotypes B et C sont largement répandus dans le continent asiatique. Au Laos, une enquête 
réalisée chez les donneurs de sang dans différentes provinces du pays a montré que 163 souches de VHB 
(42,2%) appartenaient au génotype B et 204 (55,4%) au génotype C et 23 au génotype I (36).  
 
Pour prévenir l'infection à VHB, le Ministère de la santé du Laos a introduit la vaccination 
combinée DTC-hépatite B dans le Programme élargi de vaccination (PEV) en 2002, et a mis en place en 2004 
la vaccination contre l'hépatite B à la naissance et à l'âge de 6, 10 et 14 semaines. Mais les immunoglobulines 
spécifiques anti-HBs ne sont pas disponibles au Laos. Toutefois, des études ont montré que dans plusieurs 
régions du Laos, la 1e dose à la naissance n'est pas administrée à tous les nouveau-nés. Par exemple, dans 37 
établissements de santé interrogés dans cinq provinces, la couverture vaccinale à la naissance contre l'hépatite 
B (HepB-BD) était de 74 % (intervalle interquartile (IQR) : 39 %-97 %) (37). De plus, seulement 66 % des 
enfants âgés de 9 à 16 mois présentaient des taux d'anticorps anti-HBs suffisants lors d'une étude menée dans 
deux cliniques de vaccination situées dans des zones urbaines : l’hôpital provincial de Luang Prabang et l’hôpital 
central mère-enfant de Vientiane (38).  
Le Laos est donc toujours considéré comme faisant partie des pays de haute endémicité pour 
l'hépatite B. Le manque de procédures efficaces pour prévenir la transmission périnatale et les 
contaminations transfusionnelles contribue à maintenir un taux d'infection élevé dans la population. Face à la 
grande diversité génétique des souches de VHB en circulation, les moyens de diagnostic et de traitement restent 
très déficients.  
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ETUDE-1 : ETUDE 
EPIDEMIOLOGIQUE, 
RETROSPECTIVE DE LA 
SURVEILLANCE DE 
L’HEPATITE B AU LAOS  
 
 
 
Paboriboune P. et al. A seven-year retrospective study on the surveillance of hepatitis B in Laos. 
International Journal of Hepatology 
Volume 2018, Article ID 9462475, https://doi.org/10.1155/2018/9462475. 
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1. Contexte et objectifs 
 
Au Laos, l'incidence du cancer du foie (qui découle principalement d’infections dues au VHB) est l'une des plus 
élevées au monde (39). Les patients atteints de CHC ont un très mauvais pronostic. Par conséquent, la détection 
précoce, la surveillance régulière et le traitement approprié des patients infectés par le VHB sont essentiels pour 
limiter le fardeau du CHC (40).  
Il n’existe pas encore de guide national pour la prise en charge des hépatites chroniques B et C, mais nous y 
travaillons avec un groupe d’agent de santé que je dirige. L'orientation des patients n’est pas encore bien définie 
entre les spécialités concernées. La prise en charge est compliquée par la méconnaissance du corps médical des 
schémas thérapeutiques, le coût et la disponibilité variable des traitements et le suivi aléatoire des patients. 
Quand ils le peuvent, les patients laotiens se déplacent en Thaïlande, en Chine ou au Vietnam pour se faire 
soigner, ce qui nuit au suivi du traitement.  
Dans les guidelines de pratiques cliniques actuelles, le taux sérique d'ADN du VHB est utilisé comme critère 
pour déterminer le traitement antiviral chez les patients atteints d'hépatite B et C chronique. Grâce à ces 
techniques, qui ont été mises en place au CILM, la prise en charge thérapeutique d'une hépatite chronique est 
faite précocement.  
Comme ces techniques sont opérationnelles depuis 7 ans, nous avons décidé d’étudier les caractéristiques 
biologiques des patients qui se sont présentés au CILM sur cette période afin de faire un état des lieux, partiel 
mais unique par son ampleur et sa durée, au Laos.  
 
2. Matériels et Méthodes 
 
Il s’agit d’une étude d’épidémiologie rétrospective réalisée sur une cohorte de patients diagnostiqués positifs à 
l’AgHbs dans des hôpitaux ou des cliniques privées, et qui ont été envoyés au CILM pour mesurer la charge 
virale de janvier 2010 à novembre 2016. Les données (âge, sexe, histoire du traitement, emplacement de la 
structure de soins, bilan hépatique, résultats de la CV) ont été enregistrées dans une base de données créée avec 
le logiciel Filemaker Pro Version 11. Au moment de l’étude, nous avons exporté les données sur Excel pour 
vérifier les erreurs, puis nous avons analysé les données avec le logiciel Minitab, version 17.3.1.  
 
3. Principaux résultats 
 
Pendant ces sept années, le CILM a reçu 5 801 échantillons provenant de 3 857 patients. 91% des sujets venaient 
de Vientiane, le reste venait des provinces aussi bien du nord que du sud.  
Le sex-ratio H/F est de 1,77 avec un âge médian de 37 ans. Les patients de moins de 37 ans présentent une CV 
plus élevée que les plus de 37 ans. De même, les hommes ont une CV plus élevée que les femmes. La CV 
initiale varie de <50 UI/mL à 2,5 1013 UI/mL. La médiane de l’aminotransférase est de 45,5 U/L pour l'ALAT 
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et de 44 U/L pour l'ASAT, l’étendue de <8 à >2 000 U/L. On observe chez les hommes un taux 
d'aminotransférase plus élevé que celui des femmes. Globalement, 20 % des patients ont reçu un traitement 
(principalement des immunostimulants et des inhibiteurs de la transcriptase inverse) ; 11 % présentent une CV et un 
taux d'enzymes hépatiques élevés, mais seulement 2 % d'entre eux sont traités.  
 
4. Discussion et conclusion 
 
Les résultats obtenus avec notre cohorte montrent une augmentation du nombre de patients infectés par le VHB 
chaque année. Cette augmentation de la détection du nombre de nouvelles infections pourrait être la 
conséquence d’une amélioration des conditions financières de la population (le PIB par habitant au Laos a 
augmenté de 50% entre 2009 et 2016), et donc d’un accès aux soins de santé accru.  
Les résultats de notre enquête sont toutefois alarmants : 60 % des patients présentent une DNA-VHB très élevée 
avec des facteurs aggravants : un ALAT/ASAT élevé, et un nombre de traitements très bas. Le risque d’une 
augmentation du nombre de cas de CHC dans un proche avenir est donc important.  
Comme le coût du suivi biologique et les traitements sont à la charge des patients (la majorité d’entre eux ne 
bénéficiant pas d'assurance-maladie), il faudrait instaurer une politique d'assurance sociale permettant la prise 
en charge du plus grand nombre et en particulier les plus démunis.  
En outre, la gestion biologique et thérapeutique des patients doit devenir systématique, avec une meilleure 
coordination entre le personnel médical et celui des laboratoires. Enfin il faut mettre l’accent sur la mise en 
place de campagnes nationales de vaccination à grande échelle, lesquelles se sont révélées très efficaces avec 
de nombreux exemples en Asie. 
  
Article 1: « A Seven-Year Retrospective Study on the Surveillance of Hepatitis B in Laos »  
 
L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme originale.  
L’article est disponible en libre accès à l’adresse internet suivante :  
https ://doi.org/10.1155/2018/9462475  
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ETUDE-2 : ETUDE 
PROSPECTIVE, 
TRANSVERSALE SUR LA 
PERFORMANCE DE TROIS 
TESTS RAPIDES 
COMMERCIAUX POUR LA 
DETECTION DE L’AGHBs A 
VIENTIANE, LAOS  
 
 
Sihalath D, Paboriboune P et al. Performance of three commercial rapid diagnostic tests for the detection of 
hepatitis B surface antigen (HBs Ag) in Lao PDR.  
Journal of Virological Method. Soumis. 
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1. Contexte et objectifs 
 
La plupart des dépistages de l'AgHBs sont réalisés avec des tests de diagnostic rapide (TDR), dont le prix 
unitaire est de 25,000 kips (≈ 3 dollars). Presque tous les TDR donnent des résultats en 10 à 30 minutes et sont 
donc moins chronophages que le test ELISA. Une autre caractéristique intéressante des TDR est qu’une 
formation d'expert n'est pas nécessaire pour l’utiliser. Il existe de nombreuses pharmacies au Laos qui importent 
et distribuent aux hôpitaux et aux cliniques privées un certain nombre de marques différentes de TDR pour la 
détection de l’infection à VHB. En revanche, très peu d’hôpitaux de Vientiane peuvent fournir le test ELISA de 
référence, qui est coûteux pour le patient (environ 12-18 USD par test) et nécessite un personnel entraîné.  
Néanmoins, jusqu’au début de notre étude, aucune donnée n'était disponible sur la performance de ces TDR 
utilisés au Laos. De plus, les fabricants fournissent peu d'informations sur la spécificité et la sensibilité des kits.  
L’objectif de notre étude était de comparer la performance des tests de diagnostic rapide pour détecter l’AgHbs 
dans l'infection à VHB avec la méthode ELISA de référence. 
 
2. Matériels et Méthodes 
 
Une étude prospective et descriptive a été menée dans les 2 hôpitaux publics et les 2 plus grandes cliniques 
privées de Vientiane, où sont couramment utilisées trois marques commerciales TDR différentes comme Boson 
Biotech HBsAg RDT, CTK Biotech "Onsite" HBsAg RDT et Coretest One step HBsAg RDT. La taille de 
l'échantillon a été déterminée selon le mode de calcul de Naing et al. (41), en tenant compte des valeurs de 
sensibilité et de spécificité de chaque TDR trouvées dans la littérature, d'une IC à 95 %, d'une précision souhaitée 
de 10 % et d'une prévalence de 9 % de l'infection à VHB au Laos.  
Tous les patients hospitalisés ou en consultation externe dont l’AgHbs a été testé par le TDR ont été inclus dans 
l’étude. Les données socio-démographiques et celles relatives à la vaccination ont été recueillies par les 
médecins des hôpitaux puis envoyées au CILM avec les échantillons sanguins. Le test ELISA a été effectué au 
CILM en utilisant le kit Monolisa HbsAg ULTRA®, Bio Rad. 
La sensibilité (Sen.), la spécificité (Spec.), la valeur prédictive positive (VPP), la valeur prédictive négative 
(VPN) et l'exactitude des TDR ont été calculées par le tableau 2x2 et définies conformément aux 
recommandations de Penn State Science sur le site : https://onlinecourses.science.psu.edu/stat507/node/17.  
 
3. Principaux résultats 
Au total, 1 729 patients ont été recrutés dans cette étude. Le sex-ratio H/F était de 1 avec un âge médian de 28.7 
ans. Environ 5 % des participants avaient été vaccinés contre le VHB et 77 % d'entre eux n'avaient jamais subi 
un dépistage de l’infection du VHB auparavant. Environ 9 % ont été détectés positifs pour l'AgHBs par les 
TDR, contre 13,7 % par ELISA. Le TDR Boson HBsAg a été utilisé dans 11 % (190/1729) des cas. Ses 
caractéristiques sont : Sen. 53,8 %, Spec. 99,4 % (PPV 87,5 %, NPV 96,7 %), Précision de 96,3 %. Le TDR 
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CTK HBsAg a été retenu dans 35,8 % (619/1729) des cas. Il présente une Sen. de 54,9 %, une Spec. de 98,5 % 
(PPV 86,2 %, NPV 92,7 %) et une précision de 92,1 %. Le Coretest, quant à lui, a été employé dans 53,1 % 
(920/1729) des cas (Sen.53,3 %, Spec. 97,8 %, PPV 80,7 %, NPV 92,7 %, Précision de 91,4 %). Les trois tests 
ne présentent pas de différences significatives pour la Sen., la Spec., la VPP, la VPN et la précision.  
 
4. Discussion et conclusion 
 
D’un point de vue de santé publique, nos résultats ont montré qu'il y a plus d'hommes que de femmes qui sont 
infectés par le VHB (p -value= 0,001). Nous avons également découvert que peu de personnes sont vaccinées, 
ce qui s’explique partiellement par le fait que les participants sont nés avant l'introduction du vaccin contre le 
VHB dans le programme national de vaccination à la naissance et que le vaccin n’est pas gratuit pour les adultes 
au Laos. Nous avons montré que les trois TDR étudiés présentaient une faible sensibilité mais une spécificité 
élevée ; par conséquent, ils sont susceptibles de ne pas détecter de nombreux cas d'infection par l'hépatite B et 
devraient être remplacés ou appuyés par des méthodes plus précises. Nous recommandons que le dépistage 
ELISA HBsAg soit disponible dans les centres de santé ou au moins que les TDR recommandés par l'OMS 
soient préférés à ceux distribués aujourd'hui à Vientiane.  
 
Article 2. « Performance of three commercial rapid diagnostic tests for the detection of hepatitis B surface 
antigen (HBs Ag) in Lao PDR »  
 
 
L'article a soumis au « Journal of Virological Methods » : http 
://www.evise.com/evise/faces/pages/navigation/NavController.jspx?JRNL_ACR=VIRMET 
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CHAPITRE-II : 
EPIDEMIOLOGIE DE 
L’HEPATITE C 
 
Paboriboune P. et al. Hepatitis C in Laos: A 7-Year Retrospective Study on 1765 Patients. 
Virologica Sinica https://doi.org/10.1007/s12250-018-0039-9 
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1. Introduction  
À la fin des années 1960, on croyait qu'il n'existait que des hépatites de types A et B, qui se distinguaient par 
les circonstances d'exposition et les périodes d'incubation. Au début des années 1970, des études ont été menées 
chez des gens infectés après une transfusion sanguine et dont on pensait que l'hépatite B était responsable. Mais 
comme ni le virus de l’hépatite A ni celui de l’hépatite B n'ont été détectés, on a conclu à l’existence d’un autre 
virus, qui fut qualifié d'hépatite non-A, non-B (NANB). Le suivi initial de ces cas a montré qu'environ 50 % 
d'entre eux ont développé une hépatite chronique, conclusion fondée sur la persistance des enzymes sériques 
pendant au moins 6 mois. Environ 15 ans plus tard, après que le virus de l'hépatite C a été identifié comme étant 
la cause de l'hépatite NANB, on a constaté que l'hépatite chronique se développait plus fréquemment comme 
une infection virale persistante chez plus de 80 % des adultes infectés, mais seulement chez environ 50 % des 
enfants ou jeunes femmes infectés (42). Avec le VHB, l'hépatite virale C (VHC) cause les dommages hépatiques 
les plus graves (43).  
Cependant, l'infection aiguë à VHC est habituellement asymptomatique et n'est que très rarement (voire jamais) 
associée à une maladie mettant la vie en danger. Environ 15 à 45 % des personnes infectées éliminent 
spontanément le virus dans les 6 mois suivant l'infection sans aucun traitement. Les 55% à 85% de personnes 
restantes développeront une infection chronique par le VHC. L'infection persistante par le VHC est associée au 
développement d'une cirrhose du foie, d'un cancer hépatocellulaire, d'une insuffisance hépatique et du décès. 
Chez les personnes atteintes, le risque de développer une cirrhose du foie se situe entre 15 et 30 %, en 20 ans 
(44). Une fois la cirrhose survenue, le carcinome hépatocellulaire se développe chez 1 % à 4 % de ces patients 
(45).  
Aucun vaccin contre l’hépatite C n'est disponible à ce jour ; toutefois, des recherches sont en cours dans ce 
domaine.  
 
Tableau 3 : Les sources d'infection du VHC 
No Parentérale Horizontale Verticale Nosocomiale / Iatrogène 
1 Transfusion Enfant - Enfant Mère -Enfant Accidents d’exposition au sang 
2 Activité Professionnelle Famille  Hémodialyse, Actes invasifs... 
3 Usage de drogue (IV, IN) Personne à Personne   
4 Tatouage, piercing    
 
Les mères séropositives pour le VHC ont de 5 à 10 % de probabilité de transmettre le virus à leur nouveau-né. 
90% de ces enfants infectés à la naissance auront une infection chronique (46).  
Étant donné que l'infection aiguë à VHC est habituellement asymptomatique, peu de personnes sont 
diagnostiquées pendant la phase aiguë. Chez les personnes qui développent une infection chronique, celle-ci 
n'est pas non plus souvent diagnostiquée parce qu’elle demeure asymptomatique pendant des décennies. Elle 
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n’est le plus souvent découverte que lorsque les symptômes deviennent secondaires à des lésions hépatiques 
graves. 
L'infection à VHC est diagnostiquée en 2 étapes :  
 Le test de dépistage des anticorps anti-VHC au moyen d'un test sérologique permet d'établir s’il y a eu 
une contamination par le virus, 
 Si le test est positif pour les anticorps anti-VHC, un test d'acide nucléique pour la détection 
(quantification) du génome viral (ARN) du VHC est nécessaire pour confirmer une infection chronique.  
 
Le VHC présente une grande diversité génétique, caractérisée par des variations régionales dans la prévalence 
du génotype. Cela pose un défi à l'amélioration du développement des vaccins et des traitements pan-
génotypiques, et nécessite la prise en compte des tendances mondiales de la prévalence du génotype du VHC. 
Il existe de multiples souches (ou génotypes) du virus de l'hépatite C dont la distribution varie selon les régions 
(Fig. 8) (47). Des progrès vers la résolution de ces incertitudes dans la classification du VHC ont été réalisés 
par la publication d'un document de consensus en 1994, proposant la classification du VHC par des méthodes 
phylogénétiques en 6 grands génotypes comportant plus de 80 sous-types, nommés par ordre alphabétique de a 
à z (47).  
Figure 8 : Arbres évolutifs de toutes les séquences NS5B disponibles du VHC [extrait de (47)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
À l'échelle mondiale, on estime que le génotype 1 est responsable de plus de cas de VHC (46,2 %) que tout 
autre génotype, avec plus d'un tiers des cas situés en Asie de l'Est. Le génotype 3 est le deuxième génotype le 
plus courant (30,1 %), dont environ les trois quarts se trouvent dans le sud de l’Asie. Les génotypes 2 (9,1%), 
4 (8,3%) et 6 (5,4%) sont responsables de la majorité des cas restants de VHC dans le monde. L'Asie de l'Est 
compte le plus grand nombre de cas de génotype 2 et de génotype 6 du VHC, tandis que l'Afrique du Nord et le 
Moyen-Orient recèlent le plus grand nombre de cas de génotype 4. Le génotype 5 est responsable de moins de 
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1% de cas de VHC au monde, dont la grande majorité se produisent en Afrique subsaharienne australe et 
orientale (Fig. 9) (48).  
Figure 9 : Prévalence liée de chaque génotype du VHC par région « Global Burden of Disease » (GBD) 
[extrait de (48)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le premier traitement décrit fut mis en place à la fin des années 1980, lorsque des patients traités pour une 
hépatite non-A non-B ont reçu de l’interféron. Dans les années qui ont suivi la découverte du VHC en 1989, le 
traitement des personnes infectées par celui-ci est devenu possible. C’est le traitement combiné d’IFN-α et de 
ribavirine (RBV) qui a considérablement augmenté les taux de réponse au traitement. Cependant, les traitements 
à base d'interféron/ribavirine ont été souvent mal tolérés, car associés à des effets indésirables graves, mais ils 
ont entraîné des taux de guérison variant entre 40 % et 65 % (25).  
Une révolution remarquable s'est produite récemment avec la disponibilité des antiviraux à action directe (AAD) 
ayant différents modes d'action. Cela a conduit à des taux plus élevés de guérison avec un bon profil de tolérance 
et une réponse virologique soutenue atteignant presque 100 % (49).  
L'accès au traitement du VHC s'améliore, mais demeure restreint. Beaucoup des personnes infectées ne sont pas 
diagnostiquées de l'infection chronique par le VHC. À l'échelle mondiale, environ 80 % des personnes atteintes 
du VHC chronique ne connaissent pas leur état et 93 % ne sont pas traitées (Fig. 10) (24). Un grand nombre de 
facteurs contribuent à cela : perception/connaissance du patient, longue phase asymptomatique, priorités 
organisationnelles et financières (25).  
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Figure 10 : Cascade mondial de soins pour l'infection à VHC, 2016 [extrait de (24)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Au niveau mondial  
Des procédures de soins ne respectant pas les règles d’hygiène et l'utilisation de drogues injectables ont été les 
principales causes de nouvelles infections par le VHC, représentant la plupart des 1,75 millions de nouvelles 
infections en 2015 (taux d'incidence mondial : 23,7 pour 100 000).  
L'OMS estime qu'en 2015, 71 millions de personnes vivaient avec l'infection par le VHC dans le monde, soit 
1% de la population mondiale totale. Elle est inégalement répartie dans le monde. Les pays de la Méditerranée 
orientale affichent la prévalence la plus élevée (2,3%), suivie de l’Europe (1,5%) (25) (Fig. 11-12) (50, 51).  
Figure 11 : Estimation de la prévalence virologique du VHC dans le monde (fin 2015) [extrait de (50)] 
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Figure 12 : Pays où le nombre d'infections à l'hépatite C est élevé [extrait de (51)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En terme de décès par les hépatites, l'OMS estime qu'en 2015, l'hépatite virale était responsable de 1,34 million 
de décès dans le monde sur 77 millions toutes causes confondues. Parmi ces décès, 30 % étaient le résultat de 
complications liées à l’infection chronique par le VHC. Sans traitement, l'infection à VHC peut entraîner une 
cirrhose (720 000 décès) ou un carcinome hépatocellulaire (470 000 décès). La mortalité due aux hépatites 
virales a augmenté de 22 % depuis 2000. À moins que les personnes infectées par le VHB et le VHC ne soient 
diagnostiquées et traitées plus précocement, le nombre de décès dus à l'hépatite virale continuera d'augmenter 
(25).  
Bien que l'incidence de l'infection à VHC semble diminuer dans les pays développés, le nombre de décès global 
consécutifs à une infection à VHC augmentera au cours des 20 prochaines années (52).  
 
3. En Asie du Sud-Est  
L'épidémiologie du virus de VHC dans les pays d'Asie du Sud-Est n'est pas suffisamment étudiée. Plusieurs 
études faites en Asie révèlent une augmentation de la prévalence du VHC avec l'âge, peut-être en raison d'un 
dépistage plus récent et amélioré sur les produits sanguins et de l'adoption de pratiques d'injection plus 
hygiéniques (53, 54). La prévalence du VHC dans la population générale varie d'un pays d'Asie du Sud-Est à 
l'autre, allant d'environ 0,5 % à Singapour et à Hong Kong à environ 6 % au Vietnam ou en Thaïlande (55, 56) 
et plus de 10% au Myanmar (57), (Tableau 4) (58). La prévalence signalée en Chine est d'environ 2%-3%, ce 
qui représente environ 30 à 40 millions de personnes. L'incidence croissante du CHC dans de nombreux pays 
au cours de ces dernières décennies est probablement attribuable au VHC (59) parce que la vaccination 
universelle contre le virus de l'hépatite B a entraîné une baisse spectaculaire du CHC lié au VHB (60).  
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Tableau 4 : Prévalence du virus de l'hépatite C dans les pays d'Asie du Sud-Est  
 
Pays  Prévalence (%) du VHC 
Cambodge  2,3 
Indonésie  2,1 
Laos  1,1 
Birmanie  0,95 
Philippines  0,4 
Singapour  0,37 
Thaïlande  2,7 
Vietnam  6,1 
 
 
Le génotype 6 est très répandu en Asie du Sud-Est et présente une grande diversité dans les zones endémiques, 
il représente la variante dominante au Cambodge, au Laos, au Myanmar et au Vietnam. Les souches du génotype 
6 du VHC isolées en Asie de l'Est étaient si divergentes qu'elles ont été initialement classées comme des 
génotypes distincts, désignés 7, 8 et 9 (57).  
 
Le Laos présente une prévalence pour l’hépatite C plus basse que ces voisins, mais se situe dans une zone de 
haute prévalence de l’hépatite B et C. Un CHC par ces virus pourrait être significativement réduit par une 
prévention primaire et par un traitement précoce des patients atteints d'hépatite chronique. Le traitement des 
hépatites virales est un enjeu de santé publique important au Laos, mais aucune politique concertée de prise en 
charge de ces patients n’est développée. Beaucoup de nouveaux médicaments antiviraux sont disponibles dans 
le monde mais leur coût reste élevé. La prise en charge des patients atteints d'hépatite virale chronique au Laos 
n’est pas centralisée. Il n'existe pas de traitement standard ni de recommandation nationale, ni de guide 
thérapeutique.  
 
 
4. Conclusion  
Le problème principal du traitement de l'hépatite C est lié au retard du diagnostic et à la prise en charge des 
patients infectés. L’affection reste en effet peu symptomatique durant plusieurs décennies n’entraînant durant 
cette période aucune complication. Le VHC, bien que non cytopathique, induit une réponse immunitaire contre 
les hépatocytes infectés, provoquant des lésions hépatocellulaires et une hépatite chronique évoluant à bas bruit, 
pouvant aboutir au développement d’une cirrhose (20%), puis d’un CHC (1-4% par an en cas de cirrhose). Il 
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faut donc traiter l'hépatite chronique C avant la cirrhose pour être sûr qu'elle n'évoluera pas vers le CHC 18-20. 
Pour le médecin, le manque de connaissances et les obstacles qui surgissent à tous les niveaux, depuis le 
diagnostic jusqu'à l'envoi chez le spécialiste, peuvent contrecarrer la prise en charge des hépatites C chroniques. 
Au niveau du patient, le manque de sensibilisation, la crainte des effets indésirables, une mauvaise adhérence, 
l'existence de co-morbidités, ou encore le coût du traitement, peuvent le rendre inefficace. Au niveau du 
gouvernement et des organismes payeurs, l'absence de promotion, de surveillance et de financement peuvent 
aussi interférer. Chacun de ces obstacles doit être pris en compte pour mettre en œuvre à grande échelle les 
traitements antiviraux adaptés.  
L’OMS a adopté la Déclaration mondiale sur la santé en 2016 pour éliminer le VHC d'ici 2030. Les objectifs 
sont les suivants : réduire les nouvelles infections de 90% et la mortalité de 65% (Fig. 13) (50).  
Figure 13 : Objectifs pour l'élimination de l’hépatite C [extrait de (50)] 
 
 
Pour atteindre ces objectifs, il y a eu une révolution majeure dans le traitement de l'infection à VHC, avec la 
disponibilité de plusieurs schémas oraux combinant des DAA de différents modes d'action. Ces traitements 
entraînent une augmentation de la réponse virologique soutenue qui atteint presque 100 % et réduisent la durée 
du traitement à une durée de 8 à12 semaines. Ces traitements présentent un profil d'innocuité favorable et une 
bonne tolérance. Les recommandations thérapeutiques doivent inclure un mode de vie sain (alimentation 
« méditerranéenne » et activité physique). Les patients atteints de cirrhose devront faire l'objet d'une 
surveillance (dépistage du CHC par échographie tous les six mois). Les programmes visant à éliminer le VHC 
doivent inclure un dépistage accru, l'aiguillage vers les soins et l'amélioration de l'accès aux traitements dans le 
monde entier (Fig. 14) (49).  
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Figure 14 : Comment parvenir à l'élimination du VHC à l'échelle mondiale ? [Extrait de (49)] 
 
 
 
 
Nous assistons à une révolution dans la thérapie de l'hépatite C avec des molécules puissantes 
capables de guérir cette infection.  
Il est hors de question que ces traitements qui peuvent sauver des millions de vies NE SOIENT PAS 
universellement disponibles à un prix abordable.  
Pr Françoise Barré –Sinoussi, Prix Nobel de médecine.  
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ÉTUDE-3 : ETUDE 
EPIDEMIOLOGIQUE, 
RETROSPECTIVE DE LA 
SURVEILLANCE DE 
L’HEPATITE C AU LAOS  
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1. Contexte et objectifs 
 
L'infection chronique par le VHC est un facteur de risque bien connu de cirrhose du foie et de carcinome 
hépatocellulaire. Il est donc important de détecter et de suivre attentivement les sujets infectés pour 
proposer une gestion adéquate de la maladie (61).  
Le diagnostic et le traitement des hépatites chroniques sont récents avec les antiviraux disponibles au 
Laos. Les patients atteints d'hépatite chronique ont recours aux médecins qu’ils connaissent pour le 
traitement antiviral et le suivi mais cette prise en charge est difficile en raison de facteurs liés aux 
médecins et aux patients. Pour les médecins, c'est le manque d'expérience du traitement antiviral des 
hépatites chroniques. Pour le patient, c'est le coût élevé et/ou la non-disponibilité des moyens 
diagnostiques et l'absence de sensibilisation.  
Pour ces raisons, après avoir mis en place la mesure de la charge virale (CV) du VIH à l’ouverture 
officielle du CILM depuis 2009, nous avons aussi mis en place la mesure de la CV pour les hépatites B 
et C à partir de 2010. A ce jour, le CILM est le seul laboratoire du pays qui fournit ce type de test. Avant 
cela, les échantillons du patient devaient être envoyés en Thaïlande par un laboratoire privé au Laos et 
il fallait attendre deux semaines pour avoir le résultat. Pour ces motifs, les médecins avaient du mal à 
prescrire ce test pour leurs patients.  
Les résultats de notre étude visent à aider les autorités sanitaires à appliquer des mesures de prévention 
et de traitement pour alléger le poids de l'infection par le VHC, allant dans le sens de la nouvelle stratégie 
de l'Assemblée mondiale de la Santé définie par la Déclaration mondiale sur la santé en 2016 pour 
éliminer le VHC d'ici 2030.  
 
2. Matériels et Méthodes 
  
Nous avons examiné l'évolution de l'infection à VHC dans une cohorte de 1 765 patients qui sont venus 
au CILM pour l’analyse de routine de quantification de la CV de VHC entre janvier 2010 et novembre 
2016. Ces patients étaient déjà diagnostiqués « anticorps anti-VHC » dans les hôpitaux ou cliniques 
privées. Les données sociodémographiques, le bilan hépatique et l’historique des traitements ont été 
collectés par les médecins qui prescrivaient l’ordonnance de test. Toutes les données ont été enregistrées 
dans une base de données créée avec le logiciel Filemaker Pro Version 11. Au moment de l’étude, nous 
avons exporté les données sur Excel pour vérifier les erreurs, puis nous avons analysé les données avec 
le logiciel Minitab, version 17.3.1 et STATA version 14.  
 Pour la quantification de l’ARN du VHC, nous utilisons le kit commercial : Fast-track Diagnostics avec 
une détection limite à 50 IU/mL, Luxembourg ; http ://www.fast-trackdianostics.com 
Les taux sériques d'aspartate (ASAT) et d'alanine (ALAT) aminotransférases ont été mesurés dans les 
hôpitaux au moyen d’une HumaStar 600 machine (CoreLab, Germany).  
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3. Principaux résultats  
Pendant les sept années de suivi de l'analyse de routine de la CV des patients VHC, le CILM a reçu 3102 
échantillons provenant de 1765 patients. La plupart des patients venaient de Vientiane. Le nombre des 
patients augmente chaque année, spécialement de 2010 jusqu'en 2014, la moyenne d'augmentation 
annuelle est de 77,3 %.  
Le sex-ratio H/F est de 1,2. Les hommes sont significativement plus âgés que les femmes (53,8 vs. 51,6 
; p = 0,006). La majorité des patients (72 %) ont été confirmés ARN VHC positifs (CV> 50 UI/mL) et 
28 % d'entre eux avaient une CV élevée (> 6 log10). Environ 23 % des patients présentaient un taux 
d'aminotransférases indiquant une atteinte hépatique (> 40 UI/mL) ; mais moins de 20 % des patients 
ont reçu un traitement antiviral. Les patients ont rarement bénéficié d'un deuxième examen d'imagerie. 
Nos résultats ont également montré que le cycloferon, l'interféron pégylé et la ribavirine étaient les 
médicaments prescrits de préférence par le personnel médical, sans suivre les schémas de 
recommandations internationales 
 
4. Discussion et conclusion 
Entre 2010 et 2016, près de 2000 patients diagnostiqués dans les structures publiques ou privées dans le 
pays sont venus au CILM pour la détermination de leur CV. Ce chiffre ne reflète pas la prévalence de 
la maladie, car il n'y a pas de dépistage systématique du VHC dans population générale.  
Tous les patients qui se sont présentés au CILM ont reçu un diagnostic d'anti-VHC (+) avec des tests de 
diagnostic rapide mais d'efficacité douteuse d'après notre expérience [Paboriboune et al. 2018, (62)]. Ce 
diagnostic a été établi lors de bilans de santé de routine ou de consultations spécialisées en gastro-
entérologie.  
Plus de 70% des patients ont une CV élevée avec des taux d'ASAT et d'ALAT anormaux. Parmi ces 
patients moins de 20% patients ont été traités avec des traitements antiviraux qui ne font pas partie des 
recommandations de l'OMS.  
Nous recommandons qu'une politique de dépistage démographique et qu’une meilleure prise en charge 
des patients soient mises en œuvre d'urgence dans le pays, dans le respect des directives officielles afin 
d'optimiser la réduction de la charge des maladies liées au VHC. Toutefois, le coût des analyses 
biologiques et du traitement sont des obstacles importants qui doivent être pris en considération. Des 
résolutions en matière de santé publique devraient être immédiatement appliquées dans la perspective 
de respecter l'échéance fixée par l'OMS pour l'élimination du VHC d'ici 2030. 
Article 3. "Hepatitis C in Laos: A Seven-Year Retrospective Study on 1765 Patients "  
L'article est présenté ci-dessous in extenso dans sa forme originale.  
L’article est disponible en libre accès à l’adresse internet suivante : 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29948850  
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CHAPITRE-3 : RECHERCHE 
DE BIOMARQUEURS DE 
L’EVOLUTION DES 
HEPATITES VIRALES PAR 
METABOLOMIQUE  
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I. Partie-1 : Cancer du foie 
 
1. Introduction  
Le cancer primaire du foie comprend le carcinome hépatocellulaire (CHC), le cholangiocarcinome 
intrahépatique (CCA) et d'autres tumeurs rares, notamment le carcinome fibrolamellaire et l’hépatoblastome. 
La classification internationale des maladies (ICD, International Classification of Diseases) publiée par 
l’OMS distingue les différents types de tumeurs malignes du foie sur des critères histologiques (63):  
 Le carcinome hépatocellulaire (CHC) (C22.0) touchant les hépatocytes 
 Le cholangiocarcinome (CCA) (C22.1) touchant les cellules des canaux biliaires intrahépatiques 
 L’hépatoblastome (C22.2) touchant des cellules embryonnaires du foie 
 L’angiosarcome du foie (C22.3) touchant des cellules des vaisseaux hépatiques 
 Les autres sarcomes du foie (C22.4) 
 Les autres carcinomes du foie précisés (C22.7) 
 Les tumeurs du foie, sans précision (C22.9) 
 Les tumeurs malignes secondaires (métastases) ont été classées dans une catégorie à part 
(C78.7). 
Dans la grande majorité des cas de cancers primitifs du foie, la forme histologique prédominante est le 
carcinome hépatocellulaire (CHC) (env. 85% des cas), suivi par le cholangiocarcinome (CCA) (env. 15% 
des cas). Les autres cas de tumeurs malignes hépatiques sont considérés comme rares, notamment le 
carcinome fibrolamellaire et l'hépatoblastome (64). Les caractéristiques moléculaires et cliniques du CHC et 
du CCA sont distinctes, mais ces affections présentent des facteurs de risque et des voies d'oncogenèse qui 
se chevauchent. Une meilleure compréhension des types cellulaires à l'origine du cancer du foie pourrait 
aider à explorer les mécanismes moléculaires de la carcinogenèse et les options thérapeutiques (65). 
 
2. Epidémiologie  
Le cancer du foie est le 5e type de cancer le plus fréquent chez les hommes et le 9e chez les femmes. En 
2018, les estimations portaient à 840 000 le nombre de nouveaux cas à l’échelon mondial. Les 25 
premiers pays ayant les taux les plus élevés de cancer du foie en 2018 sont indiqués dans le tableau 5 
ci-dessous [https://www.wcrf.org/dietandcancer/cancer-trends/liver-cancer-statistics]. 
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Tableau 5 : Taux de cancer du foie dans le monde 
La Mongolie présente le taux le plus élevé de cancer du foie en 2018, suivie de l'Égypte 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les hommes représentent la population la plus touchée par le cancer du foie, puisqu’ils en sont 2 à 4 
fois plus atteints que les femmes (66).  
Le cancer du foie est principalement rencontré dans les pays du Sud, et plus particulièrement dans trois 
régions : 
 Asie de l’Est (Chine, Corée du Nord, Corée du Sud, Japon, Taïwan) 
 Asie du Sud-Est (Birmanie, Brunei, Cambodge, Indonésie, Laos, Malaisie, Philippines, 
Singapour, Thaïlande, Timor Oriental, et Vietnam) 
 Afrique subsaharienne (regroupe 48 pays répartis sur le continent africain au sud du 
Sahara) 
Près de 50% des nouveaux cas déclarés de cancer du foie dans le monde se trouvent en Chine, alors que 
l’Asie du Sud-Est arrive en seconde position avec 29.4% (22.2% pour les hommes et 7.2% pour les 
femmes) (67). La partie continentale de l’Asie du Sud-Est (Birmanie, Cambodge, Laos, Thaïlande, et 
Vietnam) est particulièrement exposée aux problèmes du cancer du foie (68) et présente les taux 
d’incidence et de mortalité les plus élevés des pays d’Asie du Sud-Est (69). En 2008, le cancer du foie 
représentait le 2ième type de cancer le plus fréquent et la 2ième cause de décès par cancer dans cette région.  
Rang Pays Taux normalisé selon l'âge pour 100 000 
habitants 
1 Mongolie 93.7 
2 Egypte 32.2 
3 Gambie 23.9 
4 Vietnam 23.2 
5 Laos 22.4 
6= Cambodge 21.8 
6= Guinée 21.8 
8 Thaïlande 21.0 
9 Chine 18.3 
10 Corée du Sud 17.3 
11 Corée du Nord 16.5 
12 Ghana 15.4 
13 Liberia 15.2 
14 Guatemala 14.9 
15 Guam 14.8 
16= Moldavie 13.8 
16= Burkina Faso 13.8 
18 Vanuatu 13.1 
19 Sénégal 12.6 
20 Singapore 12.3 
21= Papouasie Nouvelle Guinée 11.9 
21= Guinée-Bissau 11.9 
23 Philippines 11.5 
24 Mauritanie 11.3 
25 Cap Vert 10.7 
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Selon le Globocan1, le cancer du foie au Cambodge représente la première cause de décès par cancer 
tous sexes confondus, et constitue le cancer le plus fréquent et le plus mortel chez les hommes. Au Laos, 
le cancer du foie serait le cancer le plus fréquent et le plus mortel toutes catégories de sexe et d’âge 
confondues.  
Le fardeau du cancer du foie augmente à l'échelle mondiale, et il pourrait y avoir 1 million de cas d'ici 
2030 (67).  
3. Principaux facteurs de risque 
A l’échelle mondiale, l’infection chronique par les virus de l’hépatite B et de l’hépatite C représente le 
facteur de risque prédominant du carcinome hépatocellulaire, alors que l’infection par les parasites de 
la famille des Opisthorchiidae (Opisthorchis viverrini et Clonorchis sinensis) constitue le facteur de 
risque majoritaire du cholangiocarcinome. Cette dernière pathologie représente un risque 
particulièrement important au Laos car la consommation de poisson cru est une tradition solidement 
ancrée dans le pays (70). Au total, près de 80% des cancers du foie dans le monde sont causés par l’un 
de ces quatre agents infectieux (68, 71, 72).  
D’autres facteurs de risque sont aussi responsables de l’apparition du cancer du foie, tel que l’alcoolisme 
chronique, les aflatoxines, les composés N-nitrosés, l’obésité, le diabète, les pesticides, le thorotrast 
(produit de contraste utilisé en radiodiagnostic), le tabac, les métaux lourds, les contraceptifs oraux, et 
certaines maladies hépatiques: cirrhose, stéatohépatite non alcoolique, hépatite auto-immune, cholangite 
sclérosante primitive, lithiase hépatique, maladie de Wilson (73, 74).  
 
Les points communs sont indiqués en utilisant la même couleur. En plus de ces mécanismes, le virus de 
l'hépatite B (VHB) et l'aflatoxine B1 partagent la caractéristique d'affecter le génome - le VHB peut 
s'intégrer dans le génome hôte et l'aflatoxine B1 est un mutagène.  
4. Pathogénèse du cancer du foie 
L’hépatocarcinogenèse est un processus multifactoriel et séquentiel qui fait intervenir différents 
mécanismes selon le type de facteur de risque impliqué (VHB, VHC, aflatoxine, alcool). Ainsi, le virus 
de l’hépatite B induit le développement du carcinome hépatocellulaire par l’intermédiaire de voies 
directes et indirectes, puisqu’il est capable d’intégrer le génome de la cellule hôte et donc d’agir sur la 
croissance et la signalisation des cellules. Par contre, le virus de l’hépatite C n’intègre pas le génome de 
la cellule hôte et agit donc principalement d’une manière indirecte, en induisant une inflammation 
chronique, ainsi qu’une prolifération et une mort cellulaire (75).  
 
1 Informations extraites du site internet : http://globocan.iarc.fr 
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L’ensemble contribue à l’apparition de foyers d’hépatocytes dysplasiques, devenant ensuite des nodules 
identifiables à l’imagerie, qui peuvent eux-mêmes dégénérer en carcinome hépatocellulaire si les 
altérations génétiques sont suffisamment importantes pour entrainer la transformation et 
l’immortalisation de ces cellules hépatiques (Fig. 15) (76).  
Figure 15 : Mécanismes de l'hépatocarcinogenèse [extrait de (76)] 
Les points communs sont indiqués en utilisant la même couleur. En plus de ces mécanismes, le virus de 
l'hépatite B (VHB) et l'aflatoxine B1 partagent la caractéristique d'affecter le génome - le VHB peut 
s'intégrer dans le génome hôte et l'aflatoxine B1 est un mutagène.  
 
 
Après une lésion hépatique provoquée par un ou plusieurs facteurs (virus de l'hépatite B, virus de 
l'hépatite C, alcool et aflatoxine B1), il y a nécrose suivie d’une prolifération des hépatocytes. Les cycles 
continus de ce processus destructeur et régénérateur favorisent l’apparition d’une maladie hépatique 
chronique qui culmine dans une cirrhose du foie. La cirrhose est caractérisée par une formation anormale 
de nodules hépatiques entourée de dépôt de collagène et de cicatrisation du foie. Par la suite, on observe 
le développement de nodules hyperplasiques, suivis de nodules dysplasiques et finalement de CHC, qui 
peuvent être classés en tumeurs bien différenciées, modérément différenciées et mal différenciées - cette 
dernière représentant la forme la plus maligne du CHC primaire (Fig. 16) (76).  
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Figure 16 : Progression histopathologique et caractéristiques moléculaires du CHC [extrait de (76)] 
  
 
5. Dépistage et diagnostic 
Il est malaisé de diagnostiquer un cancer du foie à un stade précoce parce que les signes et les symptômes 
n'apparaissent souvent qu'à un stade avancé de la maladie. Les petites tumeurs du foie sont difficiles à 
détecter lors d'un examen physique parce que la plus grande partie du foie est couverte par la cage 
thoracique droite. Au moment où une tumeur peut être sentie, elle peut déjà être assez grosse. 
L’identification des populations à risque de développer la maladie et son dépistage sont donc d’une 
grande importance dans la prise en charge de la pathologie (77). Mais le test pourrait être recommandé 
pour certaines catégories de personnes, telles que les personnes à risque élevé de cancer du foie dû à une 
cirrhose (quelle qu'en soit la cause) ou à une hépatite B chronique (même sans cirrhose), les patients 
atteints d’infection chronique à l’hépatite C, de cirrhose alcoolique, d’hémochromatose génétique, de 
cirrhose biliaire primitive, de déficit en alpha1 antitrypsine, de stéatose hépatique non alcoolique, ou 
d’hépatite auto-immune. Les tests de dépistage les plus utilisés sont les analyses sanguines et des 
examens échographiques tous les 6 à 12 mois à l'aide d'alpha-fœtoprotéines (AFP). Certaines études ont 
montré une corrélation entre le dépistage et l’augmentation de la survie au cancer du foie (American 
Cancer Society, Last Revised: April 28, 2016)2.  
Le diagnostic est principalement basé sur les techniques d’imagerie. L'échographie est souvent le 
premier test utilisé pour examiner le foie, puis viennent la tomodensitométrie [ou CT scan] l’imagerie 
par résonance magnétique [IRM] et la biopsie hépatique (78).  
2 Informations extraites du site internet : https://www.cancer.org/cancer/liver-cancer  
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Malheureusement, dans les pays en voie de développement et en particulier au Laos, le dépistage est 
quasi-inexistant et le diagnostic se fait très souvent à des stades déjà avancés de la maladie (79).  
6. Traitements 
Le traitement du cancer du foie dépend du stade d’évolution. Le traitement peut inclure la chirurgie et 
les médicaments. L’âge et l’espérance de vie attendue suite au traitement doivent également être pris en 
compte dans la décision thérapeutique. La classification BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) sert de 
référence internationale pour aider les praticiens à décider du type de traitement à adopter en fonction 
de la présentation clinique du cancer du foie. Cependant, cette classification est remise en cause dans 
son application « sur le terrain » par plusieurs chirurgiens en Europe, notamment en Italie, et en Asie, 
en Chine et en Corée. Une étude récente menée au Pérou suggère que cet arbre décisionnel pourrait ne 
pas être adapté à toutes les populations de patients atteintes de cancer du foie, notamment celles des 
pays en voie de développement, et devrait être contextualisée en fonction des observations cliniques 
faites parmi les populations (80).  
Le système du BCLC se compose de cinq étapes :  
 Stade 0 - la tumeur a un diamètre inférieur à 2 cm, la personne se porte très bien et a une fonction 
hépatique normale 
 Stade A - une seule tumeur s'est développée, mais son diamètre est inférieur à 5 cm, ou il y a 
trois petites tumeurs de moins de 3 cm de diamètre ou moins, et la personne a une fonction 
hépatique normale 
 Stade B - il y a de multiples tumeurs dans le foie, mais la personne va bien et sa fonction 
hépatique n'est pas affectée 
 Stade C - l'une ou l'autre des circonstances susmentionnées, mais la personne ne va pas aussi 
bien et sa fonction hépatique n'est pas aussi bonne, ou lorsque le cancer a commencé à se 
propager dans le vaisseau sanguin principal du foie, les ganglions lymphatiques voisins ou 
d'autres parties de l'organisme 
 Stade D - où le foie a perdu la plupart de ses capacités fonctionnelles et où la personne 
commence à présenter des symptômes de maladie hépatique terminale, comme une 
accumulation de liquide à l'intérieur de son abdomen. 
Si le cancer est au stade A au moment du diagnostic, une guérison complète est possible. Les trois 
principaux moyens d'y parvenir sont les suivants : 
 Une résection chirurgicale de la partie affectée 
 Une greffe du foie  
 Une ablation par micro-ondes ou radiofréquence  
 Une chemoembolisation  
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Si le cancer est au stade B ou C, il n'est généralement pas possible de le guérir. Cependant, la 
chimiothérapie peut ralentir la progression du cancer, soulager les symptômes et prolonger la vie 
pendant des mois ou, dans certains cas, des années.  
Si le cancer est au stade D au moment du diagnostic, il est généralement trop tard pour ralentir la 
propagation du cancer. Le traitement vise plutôt à soulager les symptômes de douleur et d'inconfort. 
 
 
II. Partie-2 : Recherche par l’analyse métabolomique de marqueurs 
plasmatiques chez les patients porteurs de VHB ou VHC chronique 
 
1. Principe de la métabolomique  
La métabolomique (81) est une technique de plus en plus utilisée et touche de nombreux domaines : la 
santé, la nutrition et également l’analyse d’extraits végétaux. Elle fait partie des méthodes 
chimiométriques qui mettent en relation des mesures faites sur un système, par exemple un échantillon, 
avec son état, défini par des grandeurs qualitatives ou quantitatives, par des méthodes mathématiques 
et/ou statistiques. C’est une technique qui permet l’étude des métabolites, molécules de faibles masses 
moléculaires, synthétisées à partir de protéines et qui participent au bon fonctionnement de la cellule ou 
d’un organisme, notamment au niveau de la croissance et de la défense. Le terme métabolomique définit 
l’analyse complète et quantitative de tous les métabolites d’un système. Si l’on s’intéresse à une partie 
des métabolites, par exemple une classe chimique particulière, on parlera de profilage des métabolites 
et enfin on utilisera le terme empreinte métabolique lors de l’analyse d’un grand nombre d’échantillons 
dans un but de classification (82). Deux approches sont distinguées en métabolomique : 
i. Approche ciblée  
Les méthodes ciblées se focalisent sur un nombre limité de métabolites. Ainsi, l’objectif est d’établir 
une relation entre l’état et les mesures qualitative et quantitative de certains métabolites d’intérêts ou de 
familles particulières de métabolites. C’est donc une approche a priori dont la principale limite réside 
dans le fait de devoir connaître au préalable les composés cibles. C’est pourquoi une approche non ciblée 
peut également être envisagée. 
ii. Approche non ciblée  
Les méthodes non ciblées se basent sur l’ensemble des signaux détectables par une méthode physico-
chimique. Elles assurent une détection d’un grand nombre de composés, sans recherche de 
caractérisation ou de quantification. Dans un second temps, les signaux d’intérêts sont identifiés à l’aide 
de méthodes d’analyses adaptées. 
L’analyse complète des métabolites d’un système, comme un fluide biologique par exemple, est une 
entreprise très ambitieuse compte tenu du nombre de composés contenu dans les extraits biologiques. 
Néanmoins, la combinaison de méthodes d’extraction, d’analyse et de traitement des données permet 
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d’obtenir un bon aperçu du métabolome d’un organisme. L’analyse métabolomique présente également 
l’intérêt de pouvoir identifier et quantifier des métabolites qui peuvent être mis en relation avec des 
activités biologiques ou un état physiologique. 
1.1) Traitement de l’échantillon 
La préparation de l’échantillon doit rester simple de manière à limiter les biais entre les échantillons et elle 
doit également permettre de conserver au maximum l’hétérogénéité de l’échantillon de manière à obtenir une 
bonne représentativité du métabolome étudié. Lors de la collecte, il est primordial de veiller à éviter la 
formation d’artefacts due à des réactions enzymatiques ou d’oxydation par exemple. C’est pourquoi les 
échantillons prélevés devraient être plongés dans un bain d’azote liquide puis conservés à très basse 
température (- 80 °C). De même, lors du séchage, il est possible de relancer ces réactions non désirées (83), 
c’est pourquoi la lyophilisation est préférée puisqu’elle s’opère à partir du matériel gelé. Cette étape permet 
in fine une meilleure conservation de la matière en raison de l’élimination de l’eau, et donc de la limitation 
des réactions enzymatiques.  
La majorité des techniques analytiques utilisées dans une étude métabolomique est de type 
chromatographique (gazeuse ou liquide) et spectroscopique (RMN, MS, …). La spectrométrie de masse 
est essentiellement couplée avec une colonne de chromatographique gazeuse (GC-MS) dans le cas de 
l’analyse de composés (semi-)volatils, ou liquide (LC-MS) dans le cas de l’analyse de composés peu ou 
non volatils. La technologie la plus utilisée en analyse métabolomique reste la LC-MS car elle permet 
de séparer et de détecter une large gamme de composés. La spectrométrie de masse haute résolution 
(HRMS) est de plus en plus utilisée dans les analyses métabolomiques en raison de sa sensibilité élevée 
et de l’obtention d’une masse exacte, indispensable au processus d’identification. La source d’ionisation 
prépondérante reste l’ionisation par électronébulisation (ESI) puisqu’elle assure l’ionisation à la fois des 
composés polaires et peu polaires. Le principal inconvénient de cette technique réside dans la production 
importante d’adduits. Les principaux analyseurs associés sont la FT-ICR (Fourier Transform Ion 
Cyclotron Resonance), l’Orbitrap et le ToF (Time of Flight).  
1.2) Traitement des données 
Différents logiciels sont ensuite utilisés de manière à effectuer une détection automatique des 
informations spectrales et chromatographiques des échantillons analysés en UHPLC-MS et GC-MS, à 
l’aide de divers algorithmes afin de sélectionner les informations pertinentes. Ces derniers peuvent être 
libres ou commerciaux et les plus utilisés sont MZmine (84), XCMS (85) et la combinaison MS-DIAL 
(86) et MS-FINDER (87). Des conversions des fichiers bruts sont souvent nécessaires avant introduction 
dans les logiciels, par exemple la conversion en .CDF avec le convertisseur DataBridge pour MZmine 
ou en .abf avec le convertisseur ABFconverter pour MS-DIAL. Le but final est d’obtenir par la suite 
une liste de pics caractérisés par leurs masses exactes et leurs temps de rétention chromatographique 
ainsi que leur intensité respective pour chaque échantillon analysé. Ce jeu de données servira aux 
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analyses statistiques et à l’identification des composés à l’aide de bases de données. Deux approches de 
traitement statistique peuvent être mises en œuvre : 
i. Une analyse non supervisée 
Les méthodes non supervisées s’appuient uniquement sur les données spectrales et permettent de 
comprendre leur structuration. Elle assure une observation de la variabilité générale pour une étude 
globale des données brutes. La méthode d’analyse statistique non supervisée la plus connue est l’analyse 
en composantes principales (ACP). C’est la première étape de la démarche d’analyses multivariées avec 
aucun à priori de l’appartenance d’un échantillon à un groupe donné. Elle permet d’extraire et de 
synthétiser les informations essentielles des données en nouvelles variables appelées composantes 
principales, qui correspondent à une combinaison linéaire des variables originelles. L’ACP va alors 
permettre d’identifier les directions, c’est-à-dire les axes principaux pour maximiser la variance des 
données. Ainsi, elle conduit à la réduction des dimensions, généralement en 2 ou 3 composantes, 
permettant de visualiser graphiquement l’information en en perdant le moins possible. Ces composantes 
sont orthogonales les unes par rapport aux autres et permettent la formation d’un nouveau système de 
coordonnées pour la projection des échantillons. Le plan ainsi formé est appelé carte factorielle des 
individus (score plot en anglais). Chaque composante explique un certain pourcentage du jeu de données 
total. La présence de groupes représentés par la proximité des échantillons révèle leur similarité de 
comportement par rapport aux variables étudiées.   
Des techniques de classification peuvent également être utilisées pour mettre en évidence des groupes 
supposant l’existence de ressemblance entre les individus. Elles sont complémentaires de l’ACP. La 
principale technique est la classification ascendante hiérarchique (CAH). C’est un processus itératif qui 
permet la formation de groupes matérialisés par la suite sous forme de dendrogramme. Au départ, il y a 
autant de groupes que de variables, puis des fusions entre les groupes les plus similaires sont ensuite 
effectuées jusqu’à obtenir des groupes clairement distincts. En amont, un prétraitement des variables est 
généralement effectué, dont une normalisation afin de réduire la variance entre les variables et ne pas 
favoriser l’expression de certaines variables par rapport à d’autres. En effet, d’un point de vue 
biologique, les métabolites abondants ne sont pas nécessairement plus intéressants que les métabolites 
peu concentrés. Ces prétraitements permettent ainsi de réduire l’influence du bruit de fond et de se 
focaliser sur les informations biologiques pertinentes (88).  
ii. Une analyse supervisée 
Les méthodes supervisées utilisent les données spectrales et une ou des informations quantitatives ou 
qualitatives basées sur l’état du système. Elles assurent une mise en relation des variables après 
retraitement et normalisation dans une optique de recherche de modèles prédictifs. Parmi les méthodes 
d’analyse supervisée se trouve la régression des moindres carrés partiels (Partial Least Squares [PLS] 
en anglais) basée sur les régressions linéaires. Une régression orthogonale (OPLS) peut également être 
utilisée. Dans ces modèles, une variable Y, nommée variable à expliquer, est exprimée en fonction d’une 
autre variable X, nommée variable explicative. La variable Y peut aussi bien être qualitative conduisant 
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à l’application d’une PLS-DA (analyse discriminante) ou quantitative. Deux paramètres R²Y et Q² sont 
indicateurs de la validité du modèle. Le premier coefficient est à rapprocher de l’appartenance à 
différentes classes, tandis que le second reflète l’erreur de prédiction. Plus ces derniers sont proches de 
1 et plus le modèle est robuste. Un test de permutation est aussi usuellement utilisé pour évaluer la 
robustesse du modèle. Ces modèles permettent de mettre en évidence les variables responsables de la 
discrimination des échantillons et couplés à des analyses biologiques, ils permettent d’identifier les 
variables potentiellement marqueurs d’un état physiologique donnée. 
2. Contexte et objectifs :  
Au Laos, l'accès aux diagnostics et aux médicaments nécessaires pour traiter ces infections s'améliorent, 
mais le manque d'information de la population et de formation du personnel de santé sont des obstacles 
majeurs à la prise en charge des hépatites.  
Par ailleurs, il n'existe actuellement aucun marqueur biologique permettant à la fois la détection et la 
mesure de l'évolution de ces pathologies prédictives de l'apparition de complications.  
Notre objectif est donc de découvrir dans des échantillons de plasma humain, des biomolécules 
exprimées lors d'infections virales, et caractéristiques de l’évolution de ces infections en cancer.  
 Dans la « BioBank » du Centre d’Infectiologie Lao-Christophe Mérieux (CILM), nous avons 
accès à des échantillons de plasma bien identifiés de porteurs d'hépatites B et C. Des prélèvements de 
3800 patients porteurs chroniques du VHB et de 1800 patients porteurs chroniques du VHC sont stockés 
depuis 2010. L'analyse spectrale combinée à de puissantes méthodes de calculs statistiques 
(métabolomique) appliquées à l'évaluation de ces plasmas infectés devrait donc permettre d’aider à 
définir les profils de métabolites spécifiques du pathogène (diagnostic) et de l'évolution clinique du 
patient (pronostic).  
 Nous espérons identifier des molécules ayant le potentiel de devenir des outils de diagnostic 
différentiel mais aussi capables de donner des informations sur l'évolution de la pathologie (outils 
dynamiques et pronostiques), permettant la mise en place de stratégies thérapeutiques et préventives 
adaptées. 
 
 Objectif général :  
Identifier des biomarqueurs plasmatiques pronostiques d’une infection chronique au VHB ou 
VHC. 
 Objectifs spécifiques :  
o Etablir une description épidémiologique et clinique d’une cohorte de patients infectés par le 
VHB et VHC au CILM depuis janvier 2010 jusqu’à 2017.  
o Mettre au point la technique d’extraction des métabolites pour l’analyse « Liquid 
chromatography–mass spectrometry (LC–MS) »  
o Identifier des biomarqueurs plasmatiques d’une infection aux virus hépatiques VHB/VHC  
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o Déterminer la dynamique évolutive prédictive d'une détérioration clinique à l’aide de données 
échographiques couplées aux marqueurs plasmatiques 
 
3. Matériels et Méthodes 
 
Le protocole a été validé par le comité d’éthique du NIOPH (National Institute of Public Health) qui lui 
a donné l’autorisation n° 023/2016/NECHR, daté 19/10/2016.  
Une autorisation d’importation de matériel biologique contaminé N°IE-2016-891 a été obtenue par le 
Ministère français chargé de la recherche, Direction générale de la recherche et de l’innovation, Cellule 
de bioéthique.  
3.1) Population étudiée  
De janvier 2010 à novembre 2016, le CILM a reçu 3 857 patients infectés par le VHB et 1 769 patients 
infectés par le VHC. Parmi ces patients, nous avons sélectionné un groupe présentant les critères 
suivants :  
o Sexe : Masculin 
o Age : entre 30 et 60 ans  
o Porteurs d’hépatite B/C (avec un suivi régulier de la charge virale, CV) 
o Prélevés au moins 5 ans auparavant (et toujours présents dans la biobank)  
o Consentement éclairé compris et signé.  
 Les données collectées sont : 
o Socio-économiques  
o Histoire du traitement etabli par les médecins  
o Laboratoire : la CV, bilan hépatique, AFP (résultat quantitatif)  
o Consommation de tabac  
o Consommation d’alcool  
o BMI (kg/m2) 
o Maladies chroniques (HTA, DM) 
o Histoire familiale de cancer du foie  
3.2) Prélèvements  
 Pour étudier l’évolution de la maladie, pour un patient, nous avons sélectionné deux 
échantillons : 1e en 2010 et 2e en 2016 ou 2017.  
 Le groupe contrôle : ce sont les gens qui sont Ag HBs et anticorps anti VHC négatifs et qui ont 
le même sexe, même tranche d’âge.  
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Figure 17 : Flow chart de l’étude métabolomique 
 
 
 
3.3) Echographie abdominale  
L’échographie abdominale a été réalisée par un médecin radiologue de l’hôpital Mahosot sur une 
machine Toshiba - Nemio XG, model SSA-580A. Le patient était placé en position couchée sur le dos, 
avec le ventre découvert jusqu’en bas du bassin. Un gel dit conducteur était appliqué sur la peau du 
ventre pour faciliter le passage des ultrasons et le glissement de la sonde émettrice reliée à l’appareil qui 
capte les images. Le radiologue a exploré le foie (son aspect général, son caractère homogène ou non, 
sa taille et ses contours, la présence éventuelle de kystes ou tumeurs) et la présence d’une ascite dans la 
cavité abdominale.  
 
3.4) Techniques utilisées au laboratoire du Laos  
a) La charge virale (au CILM)  
 Prélèvement sanguin sur EDTA. Centrifugation à 1400g pendant 10 minutes. Extraction 
des acides nucléiques avec le kit Qiagen (QIAamp Viral DNA ou RNA Mini Kit, Ref: 
Cat. No. 51306).  
 Pour la quantification de la CV par PCR en temps réel, on utilise un kit commercial de 
Fast-track Diagnostics, Luxembourg. http://www.fast-trackdianostics.com (détection 
limite de 50 IU/mL).  
Cohorte des patients VHB et VHC au CILM : 2010-2016 
Cohorte VHB : 3 857 patients  Cohorte VHC : 1 769 patients  
H : 2 460 (64%)  F : 1 397 (36%)  H : 966 (54,6%) F : 803 (45,4%) 
59 patients inclus  
(118 plasma) 
VHB-2010 
VHB-2017 
  
40 patients inclus  
(80 plasma) 
VHC-2010 
VHC-2017 
 
76 plasma de personnes 
saines (NEG) 
Sélectionnés selon critères d’inclusion d’étude 
métabolomique et contact disponible 
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b) Dosage des aminotransferases (ALT/AST)  
 Le bilan hépatique a été fait dans les hôpitaux sur automate HumaStar 600 SR. 
Calibration pour ALT = 25-40 U/L et pour AST = 27–43 U/L.  
c) Test Alpha-foetoProtein (AFP)  
 A été fait avec le test rapide SD BIOLINE pour la détection qualitative d’AFP dans le 
plasma. Avec la valeur seuil : 20 ng/mL, Sensibilité : 100 % et Spécificité : 100 %.  
 
 
3.5) Analyse métabolomique au Laboratoire PHARMA-DEV, Toulouse, France  
 Partie expérimentale 
i. Collecte et extraction des échantillons 
 Lyophilisation du plasma au CILM, Vientiane, Laos. 100 L de plasma sont centrifugés à 17 000g 
pendant 2h à 4C avec un SpeedVac. Le plasma lyophilisé est stocké à -20C jusqu’à l’envoi en 
France.  
 Mise au point de la technique d’extraction des métabolites de plasma lyophilisé pour analyse 
métabolomique LC-MS au Laboratoire PHARMA-DEV, Toulouse, France. Nous avons adopté cet 
essai : ajouter 200L de H2O/MeOH (2:8) à 4C. Vortexer 1 min, mettre à l’ultrason froid pendant 
10 mn, puis vortexer 15’’. Laisser dans la glace pendant 30 mn. Centrifuger pendant 10 mn à 14 000 
rpm à 4C. Récupérer le surnageant (environ 80L) et mettre dans les ampoules e à insert en verre 
sylanisé. Un échantillon QC (quality control) a été réalisé en prélevant 10 µL de l’ensemble des 
échantillons.  
 Les extraits peuvent être directement analysés par LC-MS, ou stockés à -20C ou -80 C.  
 
ii. Méthodes analytiques UHPLC-CAD-HRMS/MS  
Les analyses UHPLC-HRMS/MS ont été réalisées sur un instrument UHPLC-LTQ Orbitrap XL 
(Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific, Hemel Hempstead, Royaume-Uni) disponible au laboratoire 
Pharma-Dev. Celui-ci est piloté à l’aide de trois logiciels : Xcalibur version 2.1 (Thermo Fisher 
Scientific Inc.), Chromelon pour la partie UHPLC et Thermo Tune plus version 2.5.5 pour la partie MS.  
Les échantillons ont été séparés à l’aide d’une colonne Zic-Hilic 50 × 2.1 mm, 5 µm équipée d'une 
colonne de garde en Zic-Hilic 20 × 2.1 mm (SeQuant, MercK, Damstadt, Germany). Un gradient a été 
réalisé à l’aide d’un tampon acétate d’ammonium 20 mM additionné de 0.05 % d’acide acétique (solvant 
A) et d’acétonitrile (Solvant B). De 0 à 1 minute, 10% A puis de 1 à 10 minutes 60% A maintenu jusqu’à 
11 minutes pour retourner aux conditions initiales en 30 secondes. La température de la colonne a été 
réglée à 40 °C et le volume d'injection a été fixé à 2 µl. Un blanc et un QC ont été injectés tous les 10 
échantillons. La détection de masse a été réalisée en utilisant une source d'électronébulisation (ESI) dans 
le mode d'ionisation positif (PI). La température du capillaire a été fixée à 300 °C et la tension de 
l’électrospray à 4,2 kV en positif et 3 kV en négatif. La plage de balayage de masse était de 100 à 2000 
P a g e  63  
 
Da. Chaque balayage a été suivi par une fragmentation des quatre ions les plus intenses par dissociation 
induite par collision (CID). L’ensemble des échantillons a été préparé à 2 mg/mL dans un mélange 
MeOH/Eau 8/2 v/v et conservé à 10 °C dans le passeur d’échantillons. L’aiguille est systématiquement 
rincée avec une solution aqueuse méthanolique 90% entre deux injections.  
 
iii. Traitement des analyses LCMS 
Les fichiers .raw correspondant à chaque injection et analyse d’échantillons ont été transformés en 
fichier .abf à l’aide du logiciel Reyfics Analysis Base File converter puis importé dans MSdial v 3.08. 
Les paramètres de traitement et d’extraction des pics chromatographique par défaut ont été appliqués en 
utilisant une hauteur minimum 3E5. L’alignement des chromatogrammes a été effectué sur la base des 
QC. La détection d’un pic chromatographique est retenue sur la base de sa présence dans l’ensemble 
des échantillons d’un groupe (QC, NEG, HCV…). La matrice obtenue comprenant 557 pics (paire m/z 
× RT) pour 301 injections a été normalisée par la méthode LOWESS. L’identification des pics a été 
réalisé à l’aide du logiciel MSfinder sur la base de la masse exacte haute résolution et l’empreinte 
MS/MS associé à chaque pic. Les bases de données interrogées ont été HMDB (Human Metabolome 
Database), LipidMaps, CheBI et PubChem.  
Les analyses statistiques ont été effectués à l’aide du logiciel SIMCA-P v14.1 (Umetrics, Sartorius, 
Netherlands). Les données ont été mise à l’échelle par la méthode Unit Variance afin d’avoir une 
variance homogène pour l’ensemble des pics. Le modèle discriminant (analyse OPLS-DA, orthogonal 
projection to latent structure) a été évalué par des test de permutations.  
 
4. Résultats  
 
4.1) Résultats descriptifs des patients VHB et VHC 
i. Caractéristiques Sociodémographiques de la cohorte sélectionnée 
Le tableau 6 montre que plus de la moitié (58%) des patients viennent de la capitale de Vientiane. Les 
patients VHC sont significativement plus âgés que les patients VHB (50 vs. 40 ans, p=0.000). La plupart 
des patients (95%) sont des bouddhistes et environ la moitié ont le niveau baccalauréat ou plus. 45,8% 
des patients VHB sont fonctionnaires, contre 35% seulement des patients VHC. 40.7% des patients VHB 
ont un revenu mensuel supérieur à 600 USD, contre 15% des patients VHC, dont 2,5% des patients VHC 
ont un revenu compris entre 400 et 600 USD par mois. Globalement, les patients VHB gagnent 
significativement mieux leur vie que les patients VHC (p=0.01).   
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Tableau 6: Les données sociodémographiques des patients VHB et VHC 
 
Variables 
VHB (n=59) VHC (n=40) 
Nombre % Nombre % 
Origine  
 Capitale de Vientiane  39 66,1 23 57,5 
 Provinces (nord et sud)  20 33,9 17 42,5 
Age (ans) 
  40  28 47,5 5 14,3 
  40  31 52,5 35 85,7 
Moyenne (95% CI)                                39,9 (38,2-41,5)         50 (47,4-52,6) 
Ethnie  
 Laolum  55 93,2 40 100 
 Hmong  3 5,1 0 0 
 Autres  1 1,7 0 0 
Religion      
 Bouddhisme  56 95,0 38 95,0 
 Animiste  3 5,0 2 5,0 
Education  
  Baccalauréat  31 52,5 21 52.5 
 Secondaire  17 29,0 14 35,0 
 Polytechnique  10 17,0 4 10,0 
 Primaire 1 1,5 1 2,5 
Profession  
 Privé 32 54,2 26 65,0 
 Fonctionnaire 27 45,8 14 35,0 
Statut familial  
 Mariés  58 98,3 40 100 
Revenue personnelle mensuelle (USD) 
     600 24 40,7  6 15,0 
    400-600 11 18,6 17 42,5 
    100-300 23 39,0 15 37,5 
     100 1 1,7 2 5,0 
 
 
ii. Facteurs influençant l’évolution des hépatites VHB/VHC  
Le tableau 7 montre qu’un grand nombre de patients sont en surpoids (le BMI moyen est de 26) et 12 à 
17% sont obèses. Environ 35% des patients VHB et 60% des patients VHC sont atteints d’une maladie 
chronique comme le diabète ou l’hypertension. 76% ont des antécédents familiaux de cancer (foie, 
poumon, lymphome etc…). 25% des patients ont arrêté de fumer après la découverte des hépatites, alors 
que 20% des patients VHB et 32% des VHC ont continué de fumer. Au niveau de la consommation 
d’alcool, on observe une différence significative. Plus de la moitié des patients VHB (59%) continuent 
de boire de l’alcool alors qu’ils savent qu’ils sont infectés par le VHB. Pour les patients VHC, seulement 
35% continuent de consommer de l’alcool (p=0.01) après avoir appris leur maladie. 62% des patients B 
et 43% des patients consomment de l’alcool 1 à 2 fois par semaine. Les patients B consomment un seul 
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type d’alcool, bière, whisky ou vin, beaucoup plus que les patients C (68,6% vs. 21,4%, p=0.003). 88% 
des patients VHB et 78% des VHC consomment de l’alcool depuis plus de 10 ans.  
Après le diagnostic des hépatites, les patients VHB ont significativement mis plus longtemps pour tester 
leur CV que les patients VHC (27 mois vs. 6,2 mois, p=0.01).  
 
Tableau 7 : Facteurs aggravants 
 
Variables 
VHB (n=59) VHC (n=40) 
Nombre % Nombre % 
BMI groupes  
  25 (normal) 21 35,6 17 42,5 
  25-29.99 (surpoids)  31 52,5 16 40 
  30 (obese)  7 11,9 7 17,5 
[Moyen (95% CI)] [25,9 (25,1-26,8)] [26,2 (25,1-27,4)] 
Maladies chroniques  
 Pas de maladie chronique  38 64,4 16 40,0 
 Diabète/HTA  14 23,7 16 40,0 
 Autres maladies chroniques  7 11,9 8 20,0 
Antécédent du cancer dans la famille  
 Oui 45 76,3 31 77,5 
 Non  14 23,7 9 22,5 
Consommation de tabac  
 Jamais fumé  33 56,0 17 42,5 
 Fumé et arrêté (après le diagnostic) 14 23,7 10 25,0 
 Continue de fumer après le diagnostic 12 20,3 13 32,5 
Consommation d’alcool  
 Oui 35 59,3 14 35,0 
 Bu et arrêté après découverte de l’hépatite  24 40,7 26 65,0 
 Fréquence de consommation (n=35) et (n=14) 
o 2-4 fois par mois  13 38,2 8 57,1 
o 1-2 fois par semaine  22 61,8 6 42,9 
 Type d’alcool      
o Un seul type (bière/whisky/vin)  24 68,6 3 21,4 
o Mixte (bière + whisky + vin) 11 31,4 11 78,6 
 Durée de consommation (ans)     
o 5-10  4 11,4 3 21,4 
o > 10  31 88,6 11 78,6 
Délai entre la découverte de l’hépatite jusqu’à la 1e CV (mois) 
 < 12 19 32,2 23 57,5 
 Entre 12–36 14 23,7 10 25,0 
 > 36  26 44,1 7 17,5 
Médian [IQR] 27,1 [1,5-50,0] 6,2 [0,2-25,1] 
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4.2) Données biologiques  
i. La charge virale (CV)  
Nous avons divisé les CV en 3 groupes. Il y a 2 valeurs de la CV pour chaque patient, la 1ère 
ayant été testée en 2010 et la 2ème en 2017. Pour les patients VHB et VHC, il y a une diminution 
significative entre les 2 prélèvements. Les patients VHB/VHC ont une CV en 2017 moins 
élevée qu’en 2010 (moyen log10 6,5 vs. 3,3 copies/mL, p= 0.001) et (5,3 vs. 3,9 copies/mL, p= 
0.01).  
ii. Le bilan hépatique (dosage des aminotransférases, ALAT/ASAT)  
Ce dosage a été fait à 2 reprises, en 2010 et en 2017, comme la CV. En 2010, plus de la moitié 
des patients VHB et VHC avaient un taux d’ALAT supérieur à 40 U/L et aucune différence 
significative n’a été détectée en 2017. Le taux reste toujours élevé de même que celui d’ASAT.  
iii. Le marqueur tumoral : Alpha-foeto Protein  
Les résultats pour la mesure de l’AFP en 2010 et 2017 sont presque identiques. Deux patients 
VHB étaient positifs en 2010 et sont devenus négatifs en 2017. Un VHC était positif en 2010 
et l’est resté en 2017.   
 
Tableau 8 : Données biologiques des patients VHB et VHC 
Variables 
VHB (n=59) VHC (n=40) 
Nombre % Nombre % 
Charge virale (copies/mL) en 2010     
 CV  50  1 1,7 10 25,0 
 CV  50  105 12 20,3 11 27,5 
 CV > 105 46 78,0 19 47,5 
 Moyen log10 (95% CI)  6,5 (5,9 – 7,1) 5,3 (4,5 – 6,0) 
Charge virale (copies/mL) en 2017     
 CV  50  17 28,8 11 27,5 
 CV  50  105 26 44,1 22 55,0 
 CV > 105 16 27,1 7 7,5 
Moyen log10 (95% CI)  3,8 (3,2 – 4,3) 3,9 (3,3 – 4,6) 
ALAT (U/L) en 2010      
  40  9 34,6 5 41,6 
  40  17 65,4 7 58,3 
 Médian [IQR] 51,5 [37-114] 45,5 [35,5-122,5] 
ALAT (U/L) en 2017     
  40  26 44,1 12 30,0 
  40  33 55,9 28 70,0 
 Médian [IQR] 46 [35 – 79] 53,5 [36 - 103,5] 
ASAT (U/L) en 2010     
  37 11 42,3 1 30,0 
  37  15 57,7 11 70,0 
 Médian [IQR] 49,5 [34 – 74] 72 [48-136,5] 
ASAT (U/L) en 2017     
  37 33 55,9 14 35,0 
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  37  26 44,1 26 65,0 
 Médian [IQR] 37 [31 – 54] 44 [31-79,5] 
AFP (ng/mL) en 2010     
  20 (négative) 57 96,6 39 97,5 
  20 (positive) 2 3,4 1 2,5 
AFP (ng/mL) en 2017     
  20 (négative) 59 100 39 97,5 
  20 (positive) 0 0 1 2,5 
 
 
4.3) Résultats préliminaires de métabolomique sur le plasma des patients VHB et 
VHC  
Le traitement des analyses LC-MS a permis d’obtenir une matrice de 330 échantillons (incluant Blanc 
et QC injectés tous les 20 échantillons) pour 557 pics chromatographiques détectés (pair m/z × RT). 
Afin d’obtenir une vue générale de la proximité des échantillons de manière non biaisée, une analyse en 
composante principale a été réalisée (Fig. 18-A). Cette analyse va résumer le jeu de données sous forme 
de variable latente (composante principale) et projeter les échantillons sur ce nouvel espace de variance. 
Ainsi sur l’axe PC1+PC2, 26 % de la variance total du tableau est représenté. Ces deux axes orthogonaux 
ont été sélectionnées afin d’éclater au maximum la projection des échantillons les uns par rapport aux 
autres.  
Figure 18 : Projection des échantillons sur Analyse en Composante Principal à partir du jeu de 
données LC-MS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A) Echantillons colorés en fonction de l’état physiologique.  
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Les QC (Quality control samples) sont projetés à côté du centre de l’ACP (Fig. 18A), ce qui est attendu 
étant donné qu’ils représentent un échantillon moyen (pool de l’ensemble des échantillons). On peut 
observer que les échantillons d’une même classe ont tendance à se regrouper sur l’espace de projection 
ACP. L’axe PC1 oppose les groupes de patient VHB-2017 et VHC-2017 aux patients sains (NEG). 
Cependant l’ensemble des groupes est relativement superposé et aucune tendance claire ne peut être 
dégagée à ce stade.   
Les groupes peuvent être analysés de manière plus fine en prenant en compte l’ensemble du jeu de 
données (95% de la variance total) à l’aide d’un dendrogramme (Fig. 19). Les trois branches principales 
séparant clairement les patients sains (NEG) des patients VHB-2017. Cette tendance avait déjà été 
observée sur l’ACP et est donc confirmée ici.  
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Figure 19 : Dendrogramme sur 95% du jeu de données LC-MS (distance de Ward). Coloration des branches par état physiologique 
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Figure 20 : OPLS-DA à partir des données LC-MS 
 
  
 
 
 
 
Afin d’évaluer la puissance discriminante des analyses LC-MS et de trouver des biomarqueurs valides 
pour chaque catégorie des plasmas, un modèle statistique discriminant a été réalisé en utilisant l’OPLS-
DA (Orthogonal Projection to Latent Structure-Discriminant Analysis, Fig. 20A). Cette technique 
permet de maximiser la variance sur le premier axe afin de séparer les classes, les autres axes 
orthogonaux servant à recueillir les variables n’ayant pas de lien avec les classes prédéterminées. Le 
modèle OPLS-DA montre une très bonne séparation des classes avec très peu de chevauchement. L’axe 
1 permet de séparer les mesures récentes (2017) des mesures anciennes (2010) et des mesures de patients 
saints (NEG). L’axe 2 sépare VHC/VHB-2017 ainsi que VHB-2010 des NEG. La validité du modèle a 
été testée par la méthode des permutations aléatoires qui montre une bonne robustesse et affiche des 
valeurs satisfaisantes (R2Y = 0.86 ; Q2 = 0.73, Fig. 20B). Ces résultats démontrent que : 
 Le modèle a une bonne capacité à prédire la classe pathologique d’un patient dont le diagnostic n’est 
pas établi, 
Graphique de permutation du modèle 
OPLS-DA 
 R2Y=0.86 ; Q2=0.73  
A 
B 
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 Qu’il existe des biomarqueurs connus ou inconnus qui caractérisent chacun des états pathologiques 
de cette étude. 
Pour continuer l’étude plus précise de ces biomarqueurs, nous avons choisi de nous focaliser sur les 
deux groupes de patients les mieux discriminés par le modèle OPLS-DA, à savoir les mesures de plasma 
des patients VHB-2017 contre les patients sains. 
Figure 21 : Analyses univariées 
 
 
 
 
Afin d’identifier les métabolites potentiellement discriminants pouvant donc servir de 
marqueurs diagnostiques de l’infection, des « volcano plots » ont été réalisés entre VHB-2017 et les 
échantillons négatifs. Le volcano-plot (Fig. 21A) montre une baisse significative et reproductible pour 
une quinzaine de composés. À l’inverse, 4 composés sont retrouvés à un niveau plus élevé chez les 
patients VHB-2017. L’identification de ces composés est basée sur le spectre de masse haute résolution 
et leurs spectres de fragmentation MS/MS respectifs. L’interrogation de la base de données HMDB 
(Human metabolome database) a permis d’obtenir une annotation possible pour ces pics. Une baisse 
significative du niveau de sucrose et de tyramine a été observée chez les patients infectés. À l’inverse, 
la concentration en L-glutamine est augmentée chez les patients VHB. Ce dernier résultat recoupe celui 
d’une étude menée en 2015 par l’équipe de Yan qui s’est basée sur une étude des sérums de patients par 
GC-TOFMS (89). 
Le potentiel de ces approches holistiques pour un diagnostic précoce et simplifié des patients à 
partir de fluides biologiques accessibles commence à émerger (90). Cependant plusieurs étapes sont 
nécessaires pour valider correctement un biomarqueur, notamment son identification, ses niveaux de 
A. Volcano plot B. Structures identifiées 
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détection, sa pharmacocinétique. Les travaux rassemblés ici constituent donc une étape préliminaire qui 
démontre la faisabilité de notre approche et une preuve de concept méthodologique.  
Les analyses échographiques des patients sont en cours au moment de la rédaction de ce 
manuscrit. Les premiers modèles statistiques essayant de relier les données des échographies (Stéatose 
et/ou cirrhose hépatique) au jeu de données LCMS n’ont pas montré de tendances significatives. 
Cependant, le nombre de patient échographié à ce jour étant encore très restreint, la puissance statistique 
des modèles reste insuffisante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSSION GENERALE 
ET PERSPECTIVES  
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1. Les hépatites virales  
Pour la première fois une étude portant sur 7, 000 patients atteints d’hépatites virales et suivis pendant 
plus de 7 ans a été menée au Laos. Globalement, nos résultats montrent que chez les patients VHB, les 
hommes sont plus infectés que les femmes ce qui est conforme aux conclusions de différentes études en 
Asie (91-94). En revanche, chez les patients VHC de notre cohorte, le sex-ratio est équilibré. Il est 
cependant intéressant de noter que Chassagne et al. (95) dans une étude menée au Cambodge ont montré 
que le sex-ratio était équilibré chez des femmes porteuses de VHC et ayant développé un CHC. D’autres 
études ont montré que le CHC touche plus les hommes que les femmes (96, 97). Nous avons constaté aussi 
que les patients VHC sont plus âgés que les patients VHB (âge médian de 53 ans vs. 37 ans). Cela peut 
s’expliquer par le mode transmission. L'infection à VHB est davantage associée à la transmission 
familiale, de mère à enfant et survient plus tôt que l'infection à VHC. Selon certains auteurs (98), la 
plupart des infections à VHC ont été contractées plus tard à l'âge adulte au cours d’une transfusion sanguine, 
ou bien après avoir reçu des injections fréquentes. La grande majorité des patients de notre cohorte sont 
d’ethnie Lao, qui est l’ethnie majoritaire parmi les 69 que compte le Laos (53 % de la population 
appartiennent au groupe ethnique Lao) (2). Cependant nous ne pouvons pas affirmer à ce jour que nos 
résultats s’appliquent à l’ensemble de la population. En effet, plus de 90% de patients de la cohorte viennent 
de Vientiane, où l’ethnie lao habite principalement.  
La CV est un marqueur virologique quantitatif reflétant le niveau de réplication de l’hépatite virale. Sur 
l’ensemble de la cohorte, plus du tiers des patients ont des charges virales extrêmement élevées. Près de 
60 % présentent une CV supérieure à 10 000 UI/mL, c’est la valeur seuil pour avoir un risque élevé de 
développer un CHC (99). Les patients plus jeunes (<40 ans) ont une CV plus élevée que les patients 
plus âgés. De même, les hommes ont une CV plus élevée que les femmes. Des études antérieures ont 
montré qu'il existe une disparité de genre dans le développement du CHC lié au VHB. Par exemple, les 
femmes porteuses du VHB ont généralement des charges virales plus faibles que les hommes. Le risque 
de CHC associé au VHB est plus faible chez les femmes que chez les hommes. Enfin, le rapport du taux 
d'œstradiol au taux de testostérone est plus bas chez les femmes porteuses du VHB et qui présentent un 
CHC lié au VHB que chez celles qui ne présentent aucun CHC (100-102). 65% des patients VHB de 
notre cohorte ont des taux de transaminases élevés et ils sont significativement associés au sexe 
masculin, à l’âge (plus de 40 ans) et à une CV élevée, qui sont des facteurs de risque pour le CHC 
comme cela a été montré dans plusieurs études (45, 103-105).  
Dans notre étude, selon la déclaration des médecins seulement 18% des patients reçoivent un traitement 
antiviral. Parmi eux, 11 % des patients VHB présentaient à la fois une CV élevée (plus de 10 000 UI/mL) et 
des taux de transaminases élevés, mais seulement 2 % d'entre eux ont été traités. Il convient d'en tenir 
sérieusement compte car il a été clairement démontré que les traitements contre le VHB, qui suppriment la 
réplication virale, peuvent inverser la fibrose et la cirrhose hépatiques et réduire ainsi l'incidence du CHC 
(93, 106).  
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Parmi les patients VHC de notre cohorte, 32% ont une CV élevée, de plus de 6 log10 UI/mL, ce qui est un 
seuil considéré par certaines études publiées en Asie comme annonciateur de l'aggravation de la maladie 
hépatique. En effet, le risque de développement du CHC est plus élevé chez les patients présentant une CV 
élevée que chez les patients présentant une CV faible (107). Dans notre étude, 25% de patients ont des taux 
de transaminases élevés (> 40 UI/mL) et ils sont associés avec une CV élevée. Des études évaluant la relation 
entre la CV et la gravité des anomalies biochimiques et histologiques ont donné des résultats contradictoires. 
Certaines n'ont trouvé aucune corrélation entre les CV du VHC et les valeurs d'ALAT sérique (108), et 
d'autres en ont trouvé (109, 110). La virémie à VHC, quel qu’en soit le niveau, est un facteur de risque 
important de CHC ; inversement, un traitement qui élimine le virus diminue le risque de CHC. Une 
étude réalisée à Taïwan a fait état d'une corrélation entre le taux d'ARN du VHC et le risque de CHC 
(111, 112). Dans notre étude, moins de 20% de nos patients ont reçu un traitement antiviral adapté (même si 
24% d’entre eux ont une CV indétectable). 11% ont reçu le même médicament que les patients VHB. Cela 
peut être dû au fait que l'hépatite B est beaucoup plus fréquente au Laos que l'hépatite C et que le personnel 
médical prescrit d'une manière aléatoire quand ils estiment le traitement nécessaire.   
D’un point de vue diagnostic, au Laos, les personnes qui se rendent dans les centres de santé et qui sont 
soupçonnées d'être infectées par l’hépatite sont généralement soumises à des tests de diagnostic 
immunochromatographique rapide (TDRs). Les résultats de notre étude pour évaluer la performance de 
trois tests rapides couramment utilisés dans les hôpitaux de la capitale pour la détection de l'Ag HBs de 
l'hépatite B ont montré que les 3 TDRs présentaient une faible sensibilité (54%) mais une spécificité 
élevée (97%). Par conséquent, ils sont susceptibles de ne pas détecter de nombreux cas d'infection par 
l'hépatite B et devraient être remplacés ou appuyés par des méthodes plus précises. A minima, les TDR 
recommandés par l'OMS devraient être préférés à ceux qui sont actuellement distribués au Laos (113). 
Nous avons également constaté que peu de personnes (5%) ont été vaccinées, ce qui correspond au fait 
que les participants sont nés avant l'introduction du vaccin anti-VHB dans le programme national de 
vaccination des enfants et que la vaccination anti-VHB pour adultes n'est pas gratuite au Laos.  
 
Il est clair que nos résultats sont inquiétants pour l’avenir des patients que nous avons suivis.  
Ce travail nous a permis d’émettre des recommandations destinées aux autorités de santé publique à 
savoir : les prélèvements devraient être plus réguliers, d’autres marqueurs devraient être intégrés ainsi 
que l’imagerie médicale pour un meilleur suivi des patients et des prises de décisions thérapeutiques 
plus adaptées. A l’heure actuelle, avec le département curatif du Ministère de la Santé, nous avons créé 
le comité national pour la prise en charge des hépatites et VIH/SIDA, approuvé par Ministre de la Santé 
le 28/08/2018. L’objectif principal de ce comité est de rédiger un guide thérapeutique national pour la 
prise en charge des patients infectés par les hépatites, basé sur les recommandations de l’OMS et dans 
la région. D’après les plans d’actions élaborés par le comité national, ce document sera finalisé en 2019. 
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Nous avons également insisté sur la nécessité de revoir les grands programmes de vaccination car les 
campagnes de vaccination au Laos rencontrent de réelles difficultés. L’OMS nous a sollicité pour 
participer à une grande enquête pour comprendre pourquoi ses campagnes de vaccinations étaient 
défaillantes au Laos. Dans un travail sous presse, nous avons montré que : 
 Les insuffisances en matière de politiques de planification et la faiblesse des systèmes de santé ont 
un impact négatif sur l'offre de vaccination. 
 De nombreux centres de santé ne disposent pas d'installations adéquates pour gérer la chaîne du 
froid de manière appropriée (certains vaccins sont congelés).  
 Les campagnes de vaccination mettent à rude épreuve les ressources sanitaires locales. 
 Le manque de ressources humaines dans les centres de santé et le recours à des volontaires non 
rémunérés ont rendu le personnel incapable de mettre en œuvre les programmes de vaccination et 
n'ont pas fait l'objet d'un suivi adéquat. La perception par la population d'un personnel mal formé a 
créé une résistance à la vaccination dans certaines régions.  
 La difficulté d'accès aux établissements de santé en raison de la distance, de la mauvaise qualité des 
routes, du manque de moyens de transport, ont un impact négatif sur la couverture vaccinale en 
zones rurales, en particulier parmi les minorités ethniques ; il y est difficile pour le personnel de 
santé de mettre en œuvre des programmes de sensibilisation.  
 La langue utilisée est importante parmi les groupes ethniques minoritaires, à la fois pour une 
meilleure compréhension et pour renforcer la confiance. Certains documents et affiches écrits en lao 
contiennent des informations erronées. 
 
Limitations des études : les deux études portant sur VHB et VHC ont été réalisées dans notre laboratoire 
localisé au centre de Vientiane, par conséquent les patients étudiés ne peuvent être représentatifs de la 
population nationale. Par ailleurs certaines informations recueillies sont fournies par les médecins des 
hôpitaux ne sont pas toujours complètes, en particulier l’itinéraire de traitement antiviral des patients 
(adhérence, compliance et arrêt de traitement). Le questionnaire ne couvrait pas tous les facteurs de 
risque de cancer du foie, comme par exemple le contact avec les aflatoxines, la consommation de 
poissons crues.  
En ce qui concerne le diagnostic, l’étude sur l’évaluation de la performance des TDRs a été réalisée 
uniquement dans la capitale, et n’a pas porté sur tous les TDRs utilisés dans les hôpitaux du pays.  
 
2. Mise en évidence de profils métabolomiques spécifiques 
Selon les recommandations de l’American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD), le 
diagnostic du CHC est fait grâce à des études typiques d'imagerie (CT scan ou MRI) et/ou 
d'histopathologie (biopsie du foie) qui est le « Gold Standard » pour montrer la gravité de l’atteinte 
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hépatique (114, 115). Mais comme ni la biopsie du foie, ni le fibroscan ne sont disponibles au Laos, 
nous dépistons le CHC chez ces patients au moyen d’une échographie, puis un CT scan (computerized 
tomography) est réalisé si besoin. Nous avons observé que très peu de patients bénéficiaient d’un examen 
d’imagerie même dans des cas graves. Par conséquent la recherche de nouveaux marqueurs diagnostiques et 
pronostiques de l’évolution des hépatites en cancer du foie est d’autant plus pertinente que nous espérons 
mettre en lumière de nouveaux outils bon marché.  
Dans la cohorte sélectionnée pour l’étude de métabolomique, nous avons montré que tous les facteurs de 
risque pour développer une cirrhose du foie et un CHC sont présents : 
 Environ 27% de patients VHB ont une CV élevée (>105 UI/mL), contre 7% pour les patients VHC 
et les deux groupes montrent des transaminases élevées également. Différentes études en Thaïlande 
et en Chine (107, 115-117), ont aussi montré que l’élévation de la CV est liée avec une 
augmentation du bilan hépatique (ALAT/ASAT) (105).   
 Les autres facteurs liés avec l’augmentation du bilan hépatique sont l’âge, la consommation 
d’alcool, le tabac, et le surpoids (118). Plus de 50% des patients VHB ont plus de 40 ans, contre 
86% pour les patients VHC. 52,5% sont en surpoids, et 59% de patients consomment l’alcool 
depuis plus de dix ans.  
 
Presque tous les patients inclus dans l’étude ont un résultat d’AFP négatif (la valeur seuil du test rapide 
est de 20 ng/mL). Néanmoins la valeur d’AFP est toujours élevée chez les patients CHC, mais quand on 
fixe la valeur seuil à 20 ng/mL, la sensibilité du test reste à 39% et la spécificité reste à 76% seulement 
(119). Une échographie abdominale ayant une meilleure sensibilité que l’AFP pour détecter le cancer 
primitif, l’examen par AFP n’est donc pas utile pour le test de dépistage et pour la surveillance de cancer 
du foie (120).  
L’étude échographique de notre cohorte est en cours et les résultats obtenus sont trop partiels pour 
pouvoir en faire l’analyse ici. 
Les études métabolomiques utilisent des méthodes complètes de profilage métabolique pour l'analyse 
des métabolites de petites molécules dans les fluides biologiques, ce qui permet d'obtenir une vision 
systémique des processus biologiques (121). 
Dans cette étude, nous avons analysé 118 plasmas de 59 patients masculins infectés par le VHB, 80 
plasmas de 40 patients masculins infectés par le VHC et 76 plasmas d’hommes non infectés. Pour les 
patients VHB et VHC, ces plasmas ont été prélevés en 2 fois, une en 2010, l’autre en 2017. Cela a été 
fait à l'aide d'une plateforme analytique combinée comportant chromatographie en phase liquide et 
spectrométrie de masse pour évaluer les changements dans le métabolome associés à l'infection 
chronique à VHB et à VHC.  
Nous avons détecté 557 pics chromatographiques. Nos données préliminaires ont montré la capacité de 
la métabolomique pour différencier les états pathologiques de chaque groupe des patients. Après les 
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avoir comparé avec des études du même type, notre cohorte a inclus un nombre d’échantillons à analyser 
bien plus grand que ce qui avait déjà été publié dans la littérature (89, 122-125).  
L’objectif que nous nous fixons maintenant est d’approfondir l’analyse pour pouvoir identifier les 
métabolites associés avec la cirrhose du foie et le CHC et d’augmenter le nombre de plasma à étudier 
pour tenter d’identifier des marqueurs diagnostiques et pronostiques de l’évolution de la pathologie. 
Nous espérons l’atteindre dans le cadre d’un projet européen dont nous faisons partie, le projet 
COCLICAN qui comprend une approche métabolomique et une approche par imagerie médicale.  
 
3. Conclusion et perspectives  
Alors que le Laos dispose d’un institut unique (le CILM) pour le diagnostic des hépatites virales depuis 
plusieurs années désormais, les données que nous y avions accumulées n’avaient jamais été analysées 
jusqu’à présent. Cette thèse a montré l’importance de cette analyse puisque les résultats obtenus sont 
éloquents quant à la gravité de la situation de ces pathologies dans notre pays, et ce d’autant plus qu’ils 
ne concernent qu’une part réduite de la population laotienne (celle qui s’est rendue dans notre laboratoire 
et les laboratoires affiliés). 
En effet, pour un nombre considérable de patients le contexte biologique révélé par nos travaux annonce 
un pronostic particulièrement inquiétant.  
Nos conclusions communiquées à la communauté scientifique au sens large et surtout aux autorités de 
santé publique lao en particulier, ont motivé les décideurs à former le premier comité national pour la 
prise en charge des hépatites et VIH/SIDA, approuvé par Ministre de la Santé récemment. 
Par ailleurs, nous avons également mis en lumière les défaillances diagnostics dans les centres de soins 
mais aussi, avec le soutien de l’OMS, nous avons analysé pourquoi les campagnes de vaccinations 
n’atteignaient pas leurs objectifs. L’ensemble de nos résultats a donc une portée capitale en santé 
publique et devrait ouvrir la voie vers une meilleure prévention et prise en charge des hépatites virales 
au Laos. 
Le troisième volet de recherche plus fondamental de notre thèse est toujours en cours. Il sera approfondi 
dans le cadre d’un projet européen dont il a été l’origine ; COllaborative Consortium for the early 
detection of LIver CANcer (Marie Sklodowska-Curie Actions (MSCA) – Research and Innovation Staff 
Exchange - RISE.N°823935) 
Ce projet rassemble des chercheurs de 3 continents (Europe, Amérique du Sud, Asie) et de 5 pays 
(Belgique, France, Laos, Lituanie, Pérou) qui ont pour objectif d’améliorer la détection de l’émergence 
du cancer du foie chez des patients porteurs d’hépatites virales.  
Cette équipe internationale analysera et comparera les profils métabolomiques d'une cohorte de patients 
(plus importante que celle étudiée pendant notre thèse) infectés par le VHB-VHC afin de délimiter un 
groupe de molécules prédictives de l'émergence du cancer du foie. Ils évalueront également les 
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performances d'un écho stéthoscope à code source ouvert et à faible coût connecté à un smartphone, 
spécialement adapté aux pays à faible revenu (Fig-22).  
COCLICAN a été conçu pour renforcer les collaborations de recherche, améliorer le potentiel 
d'innovation aux niveaux européen et mondial et répondre aux besoins de santé des populations 
délaissées. 
Figure 22 : Organigramme de l'étude COCLICAN 
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Annexe-1: Questionnaire  
 
METAVIR Epidemiological questionnaire  
  
1. Date on which the questionnaire is completed: __ __/__ __/__ __ __ __ (D/M/Y)  
2. Interview starts time: __ __/h 
3. Place where the questionnaire is completed (Institute or other): …………………………….. 
4. Person who filled in the questionnaire: …………………………….. 
 
I. PERSONAL DATA 
Weight………….kg; high………… cm  
 1 
Name & Last name: or 
patient code 
                                Or __ __/__ __ __ __  
2 Age : __ __ years Date of birth (D/M/Y): __ __/__ __/__ __ __ __ 
3 
Gender (for HIV 
patients) 
 1 Male    2 Female  
4 Place of birth 
Village: …………………………….District:…………………….. 
Province:…………………………………. 
5 Current address: 
 1 Urban    2 Rural  
Village: …………………………….District:…………………….. 
Province:………………………………… 
6 Ethnic group 
 1 Lao   2  Hmong    3  Mon-Khmer  4  Ta-Oy 
 5  Ngae   6  other…… 
7 Religion  1 Buddhist   2 Christian  3 Phee   4  Other: ……….. 
8 Level of education 
 1 Illiterate  2 Primary  3 Secondary   
 4 Higher education   5 technique  6  Other: ……….. 
9 
Marital status present-
day 
 1 Single  2 Married 3 Separated/divorced    
 4 Widowed  
10 Do you have children? 
 1 Yes   2 No 
If yes, How many boys? __ __/ and How many girls? __ __/ 
11 
What is your monthly 
income? 
 1 < 100 $   2 between 100-300 $ 
 3 between 300-600 $    4 > 600 $  
12 
What is the monthly 
income of your family? 
 1 < 100 $   2 between 100-300 $ 
 3 between 300-600 $    4 > 600 $  
 
 II. LIVING ENVIRONMENT 
 
1 
 
Your work activities: 
Type of work activity 
 
Current job:…………………………….. 
Time (in years): __ __/ 
 
Previous job:…………………………….. 
Time (in years): __ __/ 
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2 
Work activities (current 
or performed) of your:  
 
FATHER: ………………………………. 
MOTHER……………………………… 
WIFE or Husband…………………………………… 
3 current housing structure:  1 Concrete    2 Wood    3 Wood+concrete   4 Bamboo   
 4 
How long do you at this 
address? 
 1 ≤ 1 year  2 between 1-2 years   3 between 2-4 years 
 4 between 4-6 years    5 between 6-10 years 
 6 > 10 years  
5 
Who lives with you? 
(You can select more 
than one) 
 1 Parents  2 brothers   3 Spouse or partner  
 4 Children  5 Sharing with other unknown people  
 6 Alone      7 Other………………………………… 
 
  
6. If you have lived in different directions in the last 15 years, specify where and how much time: 
Village  District Province Time (in years)  
       
  
  
7. There are the types of companies or main activities where you live (for example, mines, ports, 
agriculture, textiles, etc): 200 m around your house. 
 1 Yes   2 No  
If yes, please specify 
Year Types of activities 
    
  
 
8 
What is the place of 
origin of your parents? 
 
Village: ………………………………. 
District: ……………………………… 
Province…………………………………… 
11 Do you have animals?   1 Yes    2 No 
12 
If yes, what kind of 
animals?  
 1 Pets (dogs, cats, birds...)    2 Livestock (cattle, pigs, sheep, 
and rabbits)     3 Poultry (chickens, ducks...)  
 4 Other………………………………… 
 
 
III. LIFE STYLE 
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1 
What source of drinking 
water do you use in your 
family /household?  
 Tap water   1 Yes   2 No 
 Boiled water  1 Yes   2 No  
 Plastic water bottles  1 Yes   2 No 
 Drilled water (water pump)   1 Yes   2 No 
 Rainwater   1 Yes   2 No 
Others........................................................ 
2 
What source of using 
water in your family / 
household? 
Tap water   1 Yes   2 No 
Boiled water  1 Yes   2 No  
Plastic water bottles  1 Yes   2 No 
Drilled water (water pump)   1 Yes   2 No 
Rainwater   1 Yes   2 No 
Others.......................................................... 
3 
Are you suffering from a 
disease or health 
problem?  
 1 Yes   2 No 
4 
If yes, what is/are the 
disease/s or health 
problems 
 
1st ………………………………………. 
2nd ……………………………………….. 
3rd ………………………………………….. 
5 
Did you receive the 
treatment for this disease 
or health problem?  
 1 Yes   2 No 
6 
If yes, could you show it 
to me? 
 1 Yes   2 No    3 don’t take the drugs  
 
  
7 Do you smoke currently? 
 1 Yes   2 No, I never smoked (go to question 14)  
 3 have smoked, but quit (go to question 11) 
8 
If yes, what kind of 
smoking?  
 1 Cigars   2 Cigarettes   3 Other……………………  
9 
How much do you 
smoke? 
 1 between 1-5 pieces per day    2 between 5-10 pieces per day   
 3 between 10-25 pieces per day   4 > 25 pieces per day 
10 
How long are you 
smoking?  
 1 < 2 years     2 between 2-5 years     3 between 2-5 years 
 4 > 10 years (to go quest 14)  
11 
If you have smoked 
before for how long?  
 1 < 2 years     2 between 2-5 years     3 between 2-5 years 
 4 > 10 years 
12 What kind of smoking?   1 Cigars   2 Cigarettes   3 Other……………………  
13 
How much did you 
smoke? 
 1 between 1-5 pieces per day     2 between 5-10 pieces per day   
 3 between 10-25 pieces per day   4 > 25 pieces per day 
14 Do you drink currently?  1 No   2 Yes   3 have drunk, but stopped (go to question 20) 
Name of 
medicine  
Prescribed 
by 
doctor? 
For what disease/ 
problem? 
Expired date of 
drug?(dd/mm/yy) 
Frequency? 
Currently 
taking? 
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15 
If yes, how often do you 
consume alcoholic 
beverages?  
 1 Daily    2 2 - 3 times a week   3 Once a month or less      4 2 
- 4 times a month  
16 
What type of alcohol do 
you drink? 
 1 Beer/Spy    2 Spirits (Whisky, Vodka)     3 white Lao whisky     
 4 Jar alcohol     5 Wine  
 6 Others:……………….. 
16 
If beer, how many bottles 
do you drink?  
 1 > 1 bottle (750 cc)    2 1-3 bottles     3 3-4 bottles  
 4 4-6 bottles     5 7 - 9 bottles  6 > 10 bottles  
17 
If whisky, how many 
standard drinks do you 
usually drink on such a 
day? (glass of 250 cc)  
 1 1-2 glasses      2 2-3 glasses     3 3 - 4 glasses  
 4 4-6 glasses      5 7 - 9 glasses  6 > 10 glasses  
18 
How long are you 
drinking?  
 1 < 2 years     2 between 2-5 years     3 between 2-5 years 
 4 > 10 years 
20 
If you have drunk before 
how long did you quit?  
 1 < 2 years     2 between 2-5 years     3 between 2-5 years 
 4 > 10 years 
21 
how often did you 
consume alcoholic 
beverages? 
 1 Daily    2 2 - 3 times a week   3 Once a month or less      4 2 
- 4 times a month  
22 
What type of alcohol did 
you drink? 
 1 Beer/Spy    2 Spirits (Whisky, Vodka)     3 white Lao whisky     
 4 Jar alcohol     5 Wine  
 6 Others:……………….. 
23 For how long?  
 1 < 2 years     2 between 2-5 years     3 between 2-5 years 
 4 > 10 years 
24 
If beer, how many bottles 
do you drink?  
 1 > 1 bottle (750 cc)    2 1-3 bottles     3 3-4 bottles  
 4 4-6 bottles     5 7 - 9 bottles  6 > 10 bottles  
25 
If whisky, how many 
standard drinks did you 
drink on such a day? 
(glass of 250 cc) 
 1 1-2 glasses      2 2-3 glasses     3 3 - 4 glasses  
 4 4-6 glasses      5 7 - 9 glasses  6 > 10 glasses  
 
VI. Environment factors 
1 
Do you use or your 
family pesticides at 
home? 
 1 Yes   2 No 
2 
If yes, how often do you 
use?  
 1 Weekly     2 Monthly    3 Annually  
 4 Others:……………….. 
3 
Do you use or your 
family fertilizer at home? 
Or herbicides 
 1 Yes   2 No 
4 
If yes, how often do you 
use? What frequently?  
 1 Weekly     2 Monthly    3 Annually  
 4 Others:……………….. 
 
4. Please give name them: 
Names of pesticides Names of fertilizers Names of herbicides 
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5 
Do you use traditional medicine (plants or others) to 
treat diseases in general? 
 1 Yes   2 No 
6 
If yes, please specify the name (s) of plant (s) and (s) disease (s) and symptoms associated with 
using: 
 Names of plants Diseases and symptoms 
  
  
  
   
7 
What is the way you 
consume medicinal? 
 1 Infusion   2 Chewing  3 application on the skin, bath  
 4 Other……………………  
8 
Who has indicated you 
the use of these plants? 
 1 Parents   2 Grant parents  3 Brothers/Sisters  
 4 Cousins  5 Children   6 Traditional tellers  
 7 Other……………………  
9 
For how long has these 
plants be taken?  
__ __/ days  or __ __/ months  or __ __/ years  
 
10. Does your family has history with cancer (can mark more than one):  
   1 Yes   2 No 
     If yes, please specify: ……………………………………………………… 
 11. Specify type of cancer and the date (year): 
Person Type of cancer Year of diagnosis  Status  
       1 death   2 Alive  
       1 death   2 Alive  
    1 death   2 Alive  
Annexe-2 : la lettre de consentement et lettre d’information de projet  
 
ໃບແນະນ ຳຂ ໍ້ມນູກຳນສຶກສຳ 
ຫົວຂ ໍ້ ເເລະ ຈດຸປະສົງຂອງກຳນເຮດັກຳນສກືສຳ 
ຫົວຂ ໍ້ຂອງການສຶກສາຄົໍ້ນຄວ້າແມ່ນ: “ສືກສຳກຳນສົບທຽບ ວິທີກວດຫຳ markers ໃນກຳນບົົ່ງມະຕິ, ກຳນເຄຶົ່ອນ
ໄຫວ ແລະ ກຳນຄຳດຄະເນພະຍຳດ ອັກເສບຕັບ ບີ/ຊ ີ ແລະ ເຮັດສໄອວີ ໃນ plasma ຂອງຄົນເຈັບລຳວ 
(METAVIR)” ເຊ ິ່ງເປັນການສຶກສາມາຈາກຮ່ວມມື ລະຫວ່າງ ສູນວ ໄຈພະຍາດຊຶມເຊຶໍ້ອ ລາວ-ຄຣີສຕົຟ ເມລ ເອີ (ສວຄມ) 
ແລະ ສະຖາບັນຄົໍ້ນຄວ້າເພືິ່ອການພັດທະນາ. ຈຸດປະສົງຂອງການສຶກສາແມ່ນ ເພືິ່ອກວດຫາທາດ biomarkers ສະເພາະຂອງ
ການຊຶມເຊຶໍ້ອຍ້ອນໄວຣັສ ແລະ ເພືິ່ອຕ ດຕາມທາດທີິ່ມີສະເພາະ (biodisponibility)ໃນແຕ່ລະພະຍາດ, ເຊ ິ່ງມັນຈະຊ່ວຍໃຫ້
ເຮົາໄດ້ພັດທະນາວ ທີການກວດ, ການປ ິ່ນປົວ ແລະ ເຂົໍ້າໃຈການຊຶມເຊຶໍ້ອຂອງພະຍາດໃຫ້ດີຂືໍ້ນ, ເພືິ່ອຊ່ວຍໃນການສ້າງແຜນຍຸດ
ທະສາດຂອງການປ ິ່ນປົວທີິ່ເໝາະສົມໃຫ້ແກ່ຄົນເຈັບທີິ່ຕ ດເຊຶໍ້ອຊ າເຮຶໍ້ອ. ໃນການສຶກສານີໍ້, ພວກເຮົາຈະໄດ້ກວດຈ າແນກການ
ປ່ຽນແປງຂອງຂອງທາດ metabolic ໃນໄລຍະຂອງການຊຶມເຊຶໍ້ອຂອງໄວຣັສ (ສົມທຽບແບບເປັນຕົວຢ່າງ ຫ ື ເປັນກຸມ່), 
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ສ າລັບ ຕົວຢ່າງເລຶອດທີິ່ຈະກວດແມ່ນຈະເກັບເອົາຕົວຢ່າງທີິ່ທາ່ນໄດ້ມາກວດນັບເຊຶໍ້ອໄວຣັສ ຢູ່ ສວລມ ໃນປີ 2010, ຫ ື 2011 
ຫ ື 2012 ແລະ ຕົວຢ່າງໃນປີ 2016 ຫ ື 2017.  
ຂັໍ້ນຕອນການເກັບຂ ໍ້ມູນແມ່ນ ທມີງານການຄົໍ້ນຄ້ວາຈະໂທຫາຄົນເຈັບແຕ່ລະທ່ານທີິ່ໄດ້ຄັດເລຶອກເຂົໍ້ໍ້າໃນການສຶກສາ 
ໂດຍອີງໃສ່ເງຶິ່ອນໄຂທີິ່ກ ານົດໄວ້, ເພືິ່ອອະທ ບາຍຈຸດປະສົງ ແລະ ຂັໍ້ໍ້ນຕອນຕ່າງຯ, ຖ້າຄົນເຈັບເຫັນດີ ແລະ ມີຄວາມສະໝັກໃຈ
ທີິ່ຈະເຂົໍ້າຮ່ວມໃນການສຶກສາ ແມ່ນຈະໄດ້ເຊີນມາທີິ່ ສວຄມ ເພືິ່ອເຊັນໃບຍີນຍອມ ແລະ ເຮັດການສ າພາດ. ທ່ານໝ ຈະໃຊ້
ເວລາ ປະມານ 20-25 ນາທີຕ ິ່ຄົນ. ໃນຟອມສອບຖາມຈະບ ິ່ມກີານລະບຸຊືິ່ໃດໆຂອງຄົນເຈັບ, ພວກເຮົາຈະໃສ່ເປັນລະຫັດ 
ແລະ ສ າລັບຂ ໍ້ມູນທຸກຢ່າງຂອງທາ່ນຈະບ ິ່ເປີດເຜີຍຕ ິ່ສາທາລະນະ, ພວກເຮົາຈະປ ດບັງເປັນຄວາມລັບ ແລະ ຈະບ ິ່ມີຜູ້ໃດຮັບຮູ້
ນອກຈາກແພດໝ ຜູ້ໃຫ້ສ າພາດ ແລະ ນັກຄົໍ້ນຄ້ວາຜູ້ທີິ່ກ່ຽວຂ້ອງ. ສ າລັບການສ າພາດແມ່ນຈະຖາມເຖ ງ ຂ ໍ້ມູນທາງດ້ານການ
ແພດ, ປະຫວັດຄອບຄົວ, ເງຶິ່ອນໄຂທາງດ້ານເສດຖະກ ດ, ສ ິ່ງແວດລ້ອມ ແລະ ວ ທກີານດ າລົງຊີວ ດຂອງທ່ານ.  
ດັິ່ງນັໍ້ນ ການເຂົໍ້າຮ່ວມໃນການສຶກສາຈຶິ່ງບ ິ່ມີຄວາມສ່ຽງຫຍັງໝົດ ແລະ ທ່ານສາມາດຖອນຕົວອອກຈາກການສຶກສາ
ໄດ້ທຸກເວລາຖ້າຕ້ອງການ ໂດຍທີິ່ບ ິ່ເຕາະຕ້ອງເຖີງການມາກວດຕ ດຕາມ ແລະ ຈະບ ິ່ໄດ້ຮັບການລົງໂທດໃດໆເລີຍ.  
ການສືກສານີໍ້ ເເມ່ນໄດ້ຮັບການພ ຈາລະນາຮັບຮອງຈາກຄະນະກ າມະການ ດ້ານຈາລ ຍາທ າການຄົໍ້ນຄວ້າ ຂອງ ສປປ 
ລາວ ເພືິ່ອທີິ່ສ ດຂອງທ່ານຈະໄດ້ຖືກປົກປ້ອງ. 
 
ຫາກທ່ານມີຄ າຖາມ ກ່ຽວກັບການສືກສາໃນຄັໍ້ງນີໍ້, ກະລຸນາຕ ດຕ ິ່ທີິ່ເບີ: 
ຜູ້ດ າເນີນການສຶກສາ ດຣ. ພ ມພາ ພາບ ລ ບູນ: 020-5551 0755  
 
 
 
 
 
ໃບສະມກັໃຈເຂ ົ້າຮວ່ມການສກຶສາ 
ວັນທີ:__ __/__ __/__ __ __ __ __ __ 
ພະເຈົໍ້າ ຍ ນດີທີິ່ຈະເຂົໍ້າຮວ່ມໃນການສືກສາ METAVIR Study ທີິ່ໄດ້ນ າສະເໜີໂດຍ ດຣ ____________________, 
ເຊີິ່ງເປັນຜູຊ້ີໍ້ເເຈງທຸກລາຍລະອຽດຂອງການສືກສາ ເເລະ ໃຫ້ທຸກໆຂ ໍ້ມນູທີິ່ຂ້າພະເຈົໍ້າສອບຖາມ.  
 ຂ້າພະເຈົໍ້າໃນນາມຜູ້ເຂົໍ້າຮວ່ມໃນການສຶກສາຄັໍ້ງນີໍ້ຂ ຢັໍ້ງຢືນວ່າ:   
1. ຂ້າພະເຈົໍ້າໄດ້ອາ່ນໃບຂ ໍ້ມນູການສືກສາເປນັທີິ່ຮຽບຮ້ອຍເເລວ້, ທັງໄດ້ຮບັໃບສ າເນາົ ເເລະ ເຂົໍ້າໃຈເຖ ງຈຸດປະສົງ ແລະ ຂັໍ້ໍ້ນຕອນ
ຂອງການສກືສາເປັນຢ່າງດີ.      
2. ການເຂົໍ້າຮວ່ມໃນການສຶກສາຄັໍ້ງນີໍ້ຂອງຂາ້ພະເຈົໍ້າແມ່ນເກີດຈາກຄວາມສະໝັກໃຈບ ິ່ມີການບງັຄັບໃດໆ                                
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3. ຂ້າພະເຈົໍ້າເຫນັດີໃຫນ້ າໃຊ້ຕົວຢ່າງທີິ່ເປັນເລຶອດຂອງຂາ້ພະເຈົໍ້າ ທີິ່ເກບັໄວ້ຢູ່ສູນ ສວລມ (ທງັຕົວຢ່າງເກົິ່າ ແລະ ໃນປະຈບຸັນ) ເຂົໍ້າ
ໃນການກວດວ ໄຈສ າລັບການສຶກສານີໍ້. ຂາ້ພະເຈົໍ້າຍ ນຍອມໃຫສ້ົິ່ງປລາມາຂອງຂາ້ພະເຈົໍ້າໄປເຮດັການວ ໄຈກວດຫາທາດ 
metabolomics markers ທີິ່ ເມອຶງຕູລສູ UMR-152 IRD-UPS, France.  
4. ຂ້າພະເຈົໍ້າສາມາດປະຕ ເສດທີິ່ຈະບ ິ່ເຂົໍ້າຮ່ວມໃນການສຶກສາ ຫ ື ຕອບຄ າຖາມຕ່າງໆ ທີິ່ເຮັດໃຫຂ້້າພະເຈົໍ້າ ຫ ື ຄອບຄົວຮູ້ສຶກບ ິ່
ສະບາຍໃຈ ແລະ ສາມາດຖອນໂຕອອກຈາກການສຶກສານີໍ້ໄດ້ທຸກເວລາໂດຍທີິ່ບ ິ່ຈ າເປັນຕ້ອງມີເຫດຜນົ ໂດຍທີິ່ຈະບ ິ່ຖືກ
ລົງໂທດແຕ່ຢາ່ງໃດ ແລະ ການຖອນໂຕນີໍ້ຈະບ ິ່ມີຜົນໃດໆຕ ິ່ການເຂົໍ້າໄປໃຊ້ບ ລ ໃນການກວດຕ ດຕາມພະຍາດຂອງຂາ້ພະເຈົໍ້າ.  
5. ຂ ໍ້ມູນສ່ວນຕົວທຸກຢ່າງຂອງຂ້າພະເຈົໍ້າຈະໄດ້ຖືກຮັກສາເກັບເປັນຄວາມລັບຢ່າງເຄັິ່ງຄັດໃນຖານຂ ໍ້ມູນ,ໃນຄອມພ ວເຕີ ແລະ ໃນ
ການວ ເຄາະຂ ໍ້ມູນ ເຊ ິ່ງຊືິ່ຂອງຂ້າພະເຈົໍ້າຈະຖືກທດົແທນດວ້ຍລະຫັດການສກຶສາ. ຂ ໍ້ມູນທີິ່ໄດ້ຮບັຈາກການສືກສາໃນຄັໍ້ງນີໍ້ ຈະ
ຖືກເກັບໄວຢ້່າງປອດໄພ ເເລະ ຈະມີພຽງເເຕທ່ີມງານນກັຄົໍ້ນຄົໍ້ວທີິ່ມສີວ່ນຮັບຜ ດຊອບໃນການສືກສາຄັໍ້ງນີໍ້ ທີິ່ສາມາດເຂົໍ້າເຖີງຂ ໍ້
ມູນໄດ.້ ນັກຄົໍ້ນຄວ້າຄນົອືິ່ນສາມາດນ າໃຊ້ຂ ໍ້ມນູນີໍ້ໄດ້ຖາ້ພວກເຂາົເຫນັດີທີິ່ຈະເກບັຮັກສາຂ ໍ້ມນູເປນັຄວາມລັບໄວຢ້າ່ງດີ.                                                      
6.  ຖ້າຕ້ອງການຂ ໍ້ໍ້ມູນເພີິ່ມເຕີມ ຫ ື ມຄີ າຖາມທີິ່ບ ິ່ເຂົໍ້າໃຈ, ຂາ້ພະເຈົໍ້າສາມາດຕ ດຕ ິ່ຫວົໜາ້ທີມງານ ດຣ ພ ມພາ ປາບ ລ ບູນ (ໂທ:
020 55 510 755) 
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